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RESUME : 
 
 
La flore vaginale normale est principalement composée de lactobacilles formant un biofilm protecteur à la 
surface de la muqueuse. Lors d’infections du type vaginose ou vaginite, cette flore lactique est remplacée par des 
microorganismes potentiellement pathogènes. Afin de restaurer l’équilibre de l’écosystème vaginal, une 
approche probiotique (par introduction d’une flore exogène bénéfique) et/ou prébiotique (par ajout 
d’oligosaccharides préférentiellement consommés par la flore saprophyte) constituerait une alternative à 
l’utilisation d’antibiotiques. 
 
A partir de prélèvements vaginaux, différentes souches de lactobacilles ont été isolées et les plus efficaces 
d’entre elles ont été sélectionnées à l’aide de modèles in vitro : production de peroxyde d’hydrogène, adhésion 
aux cellules épithéliales vaginales, inhibition de croissance de souches pathogènes et présence de l’activité 
arginine désaminase. 
 
Les propriétés prébiotiques d’oligosaccharides ont été recherchées en comparant les résultats de fermentation par 
des lactobacilles probiotiques et des souches pathogènes. Deux produits se sont avérés particulièrement 
efficaces : le trisaccharide présent dans les fructooligosaccharides FOS Actilight®, ainsi que les 
glucooligosaccharides GOS α-1,6/α-1,4 de degré de polymérisation supérieur ou égal à quatre. 
 
Des analyses plus approfondies sur les GOS α-1,6/α-1,4 ont permis de mieux comprendre cette spécificité. Une 
α-glucosidase dégradant les GOS α-1,6/α-1,4 à partir de leur extrémité non réductrice a été identifiée chez les 
lactobacilles sélectionnés au niveau membranaire et est couplée à un système de transport spécifique. 
 
Ainsi, ces glucides à propriétés prébiotiques, en association ou non avec les lactobacilles potentiellement 
probiotiques, pourraient entrer dans diverses formulations en tant que produits d’hygiène ou pharmaceutiques. 
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I -  INTRODUCTION 
 
 
Beaucoup de femmes sont incommodées par des pertes vaginales malodorantes et des 
irritations urinaires qui sont le plus souvent dues à des infections. En effet, plus de 300 
millions de femmes dans le monde souffrent de vaginose bactérienne, de vaginites à levure et 
d’infections du tractus urinaire étroitement liées à un déséquilibre de la microflore vaginale. 
Lors de ces pathologies, la flore urogénitale est en effet remplacée par une flore pathogène : 
majoritairement Gardnerella vaginalis accompagnée de germes anaérobies pour la vaginose, 
Candida albicans pour les vaginites à levure et Escherichia coli pour les infections urinaires. 
En plus de ces désagréments, ces pathologies peuvent s’aggraver et engendrer des fausses 
couches, des infections de la partie haute de l’appareil génital ou augmenter le risque 
d’acquisition du virus du sida [Reid, 2001]. 
 
 
Le traitement usuel préconisé est l’utilisation d’antibiotiques, comme le metronidazole ou la 
clindamycine pour la vaginose. Or, beaucoup de risques sont associés à cette pratique parmi 
lesquels l’apparition d’effets secondaires, le développement de microorganismes résistants à 
ces antibiotiques, la limitation de l’action à un groupe de bactéries conduisant à l’inefficacité 
du traitement dans le cas d’infections polymicrobiennes, le risque de récidives ou encore la 
possibilité de développement d’infections secondaires [Gardiner et al., 2002]. Face à ces 
problèmes, les gynécologues en arrivent à conseiller à leurs patientes des pratiques plus 
ancestrales mais plus naturelles comme l’utilisation de vinaigre en douche vaginale, 
l’application de lait fermenté ou l’introduction d’une gousse d’ail pelée dans le vagin. Une 
autre alternative à l’usage d’antibiotiques est la bactériothérapie. 
 
 
En effet, l’écosystème bactérien saprophyte est le principal moyen de défense de l’organisme 
humain. L’être humain est colonisé par 10 fois plus de microorganismes endogènes 
protecteurs qu’il ne possède de cellules. Pour une femme saine, cette flore urogénitale 
comprend près de 50 espèces différentes de microorganismes dont la composition varie au 
cours de la vie [Reid, 2001]. Parmi ces microorganismes, 95 % de la population totale est 
constituée de diverses souches de lactobacilles. Ces derniers jouent un rôle de protection 
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contre les pathogènes par divers mécanismes en provoquant notamment l’acidification du 
milieu vaginal à pH 4,5 et la production de peroxyde d’hydrogène, qui inhibent leur 
croissance [Lepargneur and Rousseau, 2002]. 
 
 
Ces lactobacilles vaginaux ont été découverts dans les années 1890 par Doderleïn qui décrivit 
la flore vaginale comme homogène et constituée de bacilles Gram positif. Par la suite, dans 
les années 1900, Metchnikoff fut le précurseur de l’utilisation de lactobacilles dans le but de 
restaurer la microflore intestinale via la consommation de laits fermentés. Puis, dans les 
années 1930, Molher et Brown furent les premiers à proposer un traitement des vaginites et de 
la vaginose par l’application d’une culture de bacilles de Doderleïn. L’idée de la 
bactériothérapie contre les infections vaginales est ainsi née. 
 
 
Aujourd’hui la bactériothérapie peut être considérée sous différentes formes. Ainsi, pour 
lutter contre les infections vaginales, il est possible d’envisager : 
• soit l’introduction d’une flore exogène bénéfique agissant comme probiotique, 
• soit l’ajout de composés glucidiques dits prébiotiques qui sont préférentiellement 
consommés par la flore saprophyte normale au détriment de la flore pathogène, 
• soit l’application de mélanges synbiotiques contenant une flore exogène probiotique et un 
composé glucidique prébiotique qui peuvent agir en synergie. 
 
 
Les probiotiques sont utilisés au niveau industriel depuis les années 1960 dans l’alimentation 
destinée aux élevages d’animaux et depuis les années 1980 dans certains aliments ou en tant 
que compléments alimentaires pour l’homme. Leur efficacité au niveau intestinal est 
maintenant bien reconnue et leur application s’étend depuis peu à d’autres écosystèmes du 
corps humain tel que le vagin. Par contre, l’emploi de prébiotiques de type glucides capables 
de stimuler spécifiquement le développement de la flore endogène saine est plus récent. Il 
date seulement des années 1990 et est réservé à la stimulation de la flore saprophyte 
intestinale qui impose que les glucides choisis résistent à l’attaque par les enzymes digestives. 
L’efficacité des prébiotiques au niveau intestinal est aujourd’hui bien reconnue et le marché 
de ces produits est en pleine croissance. Ce concept est-il applicable à l’écosystème vaginal ? 
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C’est la question que nous nous sommes posés dans ces travaux de thèse qui reposent sur une 
collaboration entre : 
• la société GENIBIO (Lorp-Sentaraille), spécialisée dans l’objectivation de souches 
probiotiques, 
• le laboratoire d’analyses médicales CEDIBIO (Toulouse), à l’origine des isolements de 
souches issues de frottis vaginaux, 
• le laboratoire de Microbiologie Industrielle et Virologie de la Faculté des Sciences 
Pharmaceutiques (Toulouse), équipé pour les manipulations de cultures cellulaires et de 
microorganismes pathogènes, 
• le groupe Ingénierie Enzymatique Moléculaire de l’INSA (Toulouse), expert dans le 
développement de procédés de synthèse enzymatique d’oligosaccharides prébiotiques. 
 
 
L’objectif de nos travaux était de valider in vitro le concept prébiotique appliqué à 
l’écosystème vaginal pour, à terme, pouvoir proposer de nouvelles formulations associant 
probiotiques et prébiotiques. Pour cela, nous avons tout d’abord procédé à l’isolement de 
souches vaginales et caractérisé leur potentiel probiotique ; puis, nous avons évalué le 
caractère prébiotique de différents glucides vis-à-vis de ces souches. 
 
 
Dans ce manuscrit, nous présenterons tout d’abord l’état des connaissances sur la flore 
vaginale normale et son déséquilibre, ainsi que sur l’efficacité des probiotiques et 
prébiotiques appliqués aux différents écosystèmes intestinal et vaginal. Puis, nous exposerons 
les matériels et les méthodes employés pour mener à bien nos travaux d’isolement, 
d’objectivation et de fermentation. Finalement, nous présenterons les résultats de notre étude 
en trois parties traitant successivement de : 
• la sélection de souches de lactobacilles potentiellement probiotiques isolées de 
l’écosystème vaginal, 
• l’évaluation des propriétés prébiotiques de divers oligosaccharides vis-à-vis de la 
microflore vaginale, 
• la compréhension plus précise des mécanismes responsables de la consommation 
préférentielle de certains de ces oligosaccharides. 
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II -  CONTEXTE DE L’ETUDE 
 
 
Le milieu vaginal est un écosystème complexe dont la composition de la microflore varie 
en fonction de nombreux paramètres. Pour une femme saine, la flore est principalement 
constituée de différents lactobacilles exerçant un rôle protecteur de la muqueuse. Par 
contre, en cas d’infections, ces derniers sont remplacés peu à peu par des 
microorganismes pathogènes. Ainsi, afin de lutter contre ces pathogènes, il semble 
intéressant de rééquilibrer la flore soit par apport de souches de lactobacilles exogènes 
probiotiques, soit par ajout de glucides prébiotiques fermentés seulement par les 
lactobacilles endogènes. 
 
 
La première partie de cette étude bibliographique présente l’écosystème vaginal selon qu’il 
soit sain ou infecté. La deuxième partie aborde l’approche probiotique très développée au 
niveau intestinal et aussi depuis peu au niveau vaginal. La dernière partie présente le concept 
prébiotique strictement réservé pour l’instant à l’administration intestinale. 
 
 
II - 1. L’écosystème vaginal 
 
II - 1.1. La microflore vaginale saine 
 
¾ Physiologie vaginale 
 
Le vagin représenté sur la Figure 1 est un conduit s’étendant de la vulve au col de l’utérus. Il 
est constitué d’un épithélium stratifié en multicouches avec présence de glycogène dans la 
couche superficielle. La prolifération de cet épithélium et son rétrécissement évoluent en 
association avec le cycle menstruel [MacGroarty, 1993]. 
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Figure 1. Localisation du vagin au sein de 
l’appareil génital féminin. 
 
 
Dans le lumen, un fluide vaginal se forme à partir de transsudat de l’épithélium, de sécrétions 
de glandes voisines et d’exsudat de l’utérus. Il est composé de sels, de protéines, de glucides 
(dont du glycogène de 4 à 15 g/L), de composés organiques à faible masse molaire (dont de 
l’acide lactique de 2 à 5 g/L) et de l’urée [Owen and Katz, 1999]. Le dépôt de glycogène dans 
l’épithélium est stimulé lors de taux élevés d’œstrogènes pendant la période post-pubertaire et 
pré-ménopausée [MacGroarty, 1993]. Pour un vagin non excité sexuellement, le volume de fluide 
est de 1 à 4 mL [Valore et al., 2002]. Ainsi, par cette richesse de l’environnement vaginal, 
l’acquisition d’une flore microbienne naturelle est favorisée. 
 
¾ Equilibre de la microflore 
 
Le vagin est un carrefour reliant une zone stérile, l’utérus, à une zone septique, la peau avec 
l’anus pour voisin immédiat : une microflore d’origines intestinale et cutanée peut donc s’y 
installer [Berrebi and Ayoubi, 1999]. Cette microflore vaginale forme des biofilms bactériens qui 
lui facilitent l’accès aux nutriments, lui permettent d’échapper aux cellules immunitaires et 
aux attaques antimicrobiennes, et lui assurent un meilleur contrôle de la multiplication 
bactérienne [Reid, 2001]. 
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La composition de la microflore varie en fonction du cycle menstruel et de l’étape de la vie, 
principalement à cause de changements hormonaux et physiologiques. Les lactobacilles 
dominent lorsque les taux d’œstrogènes sont élevés (disponibilité en glycogène importante à 
l’origine du métabolisme fermentaire des lactobacilles) [MacGroarty, 1993]. En général, chez 
une femme pendant la période post-pubertaire et pré-ménopausée, 95 % des bactéries sont des 
lactobacilles constituant la microflore de Doderleïn (du nom du scientifique qui les a 
découverts). Les 5 % restants sont constitués d’espèces anaérobies (mycoplasmes, 
peptocoques et bacteroides) et aérobies (streptocoques, corynéformes et entérobactéries). La 
teneur en lactobacilles est alors en général de 108 à 109 cellules par mL de fluide. Par contre, 
de la naissance à la puberté puis après la ménopause, les bactéries anaérobies dominent 
[Askienazy-Elbhar, 2000]. 
 
¾ Principales espèces de la microflore de Doderleïn 
 
La microflore de Doderleïn est composée d’une à plusieurs espèces de lactobacilles (bactéries 
en forme de bacille ou de cocobacille Gram positif appartenant au groupe des bactéries 
lactiques) [Reid and Bocking, 2003]. Avant les années 1980, les principales souches identifiées 
par méthode phénotypique étaient assignées à l’espèce Lactobacillus acidophilus. Or depuis, 
grâce aux méthodes d’analyse génomique, le groupe Lb. acidophilus a été séparé en deux 
groupes pour former six espèces du complexe Lb. acidophilus (Lb. acidophilus A1, Lb. 
crispatus A2, Lb. amylovorus A3, Lb. gallinarum A4, Lb. gasseri B1 et Lb. johnsonii B2) 
[Vasquez et al., 2002]. 
 
Ainsi, la composition de la microflore vaginale a été revue par identification génomique et les 
espèces les plus couramment rencontrées sont : 
• majoritairement Lb. crispatus, Lb. gasseri, Lb. jensenii et Lb. iners, 
• puis Lb. vaginalis, Lb. ruminis, Lb. oris et Lb. reuteri 
[Antonio et al., 1999 ; Falsen et al., 1999 ; Song et al., 1999 ; Vallor et al., 2001 ; Tarnberg et al., 2002]. 
 
De plus, quelques espèces de bifidobactéries (microorganismes polymorphes Gram variable 
apparentés au groupe des bactéries lactiques) ont aussi été isolées mais moins fréquemment : 
Bifidobacterium bifidum, Bf. breve, Bf. adolescentis et Bf. longum [Korshunov et al., 1999]. 
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II - 1.2. Le déséquilibre de la microflore vaginale 
 
¾ Facteurs de déséquilibre 
 
Les lactobacilles dominent la microflore normale, mais ils coexistent avec une multitude 
d’autres espèces dont des pathogènes potentiels. Une rupture de cet équilibre peut être un 
facteur qui induit des infections [Maggi et al., 2000]. 
 
Les causes de déséquilibre sont multiples : 
• hormonales dans les cas de troubles de la sécrétion glycogénique lors d’une grossesse, 
d’alcalinisation du milieu vaginal lors des périodes de menstruation, de la prise de 
contraceptifs oraux et de la ménopause, 
• physiques dues à certaines habitudes sexuelles, une mauvaise hygiène intime, l’utilisation 
de spermicides, de diaphragmes, de dispositifs intra-utérins et parfois de tampons, 
• pathologiques dans le cas de patientes diabétiques ou immunodéficientes, 
• iatrogènes induites par des traitements aux antibiotiques à large spectre d’action, par la 
prise d’ovules, par l’utilisation d’antiseptiques, par la radiothérapie et par des 
interventions chirurgicales 
[Barbes and Boris, 1999 ; Berrebi and Ayoubi, 1999]. 
 
Malgré la multiplicité des causes, l’origine réelle des déséquilibres de la microflore vaginale 
reste inconnue dans la majorité des cas [Mardh, 1993]. 
 
¾ Mécanisme des infections 
 
Le mécanisme des infections vaginales peut s’expliquer par une cascade de changements de 
population. Les facteurs cités précédemment induisent en parallèle une augmentation du pH et 
une diminution des lactobacilles, laissant alors à la plupart des pathogènes la possibilité de se 
développer [Pybus and Onderdonk, 1999]. 
 
En effet, le pH est un bon indicateur de l’équilibre ou du déséquilibre de la microflore : 
• en absence d’infection, le pH est voisin de 4 sauf en période de menstruation où il 
augmente, 
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• dans les cas infectieux de vaginose bactérienne, de vaginite parasitaire (due à 
Trichomonas vaginalis) ou de vaginite à lactobacilles (due à des lactobacilles ayant perdu 
leur pouvoir antipathogène), le pH est supérieur à 4,5, 
• dans le cas infectieux de vaginite à levure, le pH est inférieur à 4 
[Lepargneur and Rousseau, 2002]. 
 
Parmi toutes ces infections vaginales, les plus courantes sont la vaginose bactérienne et les 
vaginites à levure. 
 
¾ Vaginose bactérienne 
 
La vaginose bactérienne est une infection polymicrobienne qui est due à une association de 
Gardnerella vaginalis avec le plus souvent des bacilles Gram négatif anaérobie (Prevotella 
sp. et Bacteroides sp.), des coques Gram positif anaérobie (Peptostreptococcus sp.), des 
mycoplasmes (Mycoplasma sp. et Ureaplasma sp.) et parfois des bacilles en virgule Gram 
variable anaérobie (Mobiluncus sp.) [Pybus and Onderdonk, 1999]. 
 
Les caractéristiques de la vaginose sont : 
• une leucorrhée transparente, grisâtre, homogène et laiteuse, 
• une odeur offensante de poisson avarié due à un relargage d’amines volatiles, 
• un pH vaginal supérieur à 4,5, 
• la présence de cellules épithéliales vaginales ponctuées de bactéries (« clue cells ») 
[Famularo et al., 2001]. 
 
Le diagnostic basé sur ces critères est caractérisé par le score de Nugent (score basé sur 
l’observation par coloration Gram de la morphologie bien caractéristique des bactéries issues 
de prélèvements vaginaux) : 
• score de 0 à 3 : flore normale dominée par des lactobacilles, 
• score de 4 à 6 : population intermédiaire avec présence de Gram négatif ou Gram variable, 
• score de 7 à 10 : vaginose avec forte diminution de lactobacilles 
[Nugent et al., 1991]. 
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¾ Vaginites à levure 
 
Les vaginites à levure les plus fréquentes sont dues à Candida albicans (80 à 90 % des 
épisodes infectieux). Les autres espèces pathogènes possibles sont C. glabrata, C. tropicalis 
et C. parapsilosis. Les caractéristiques de ces infections sont les suivantes : 
• une perte épaisse et ressemblant à du fromage blanc, 
• une odeur de levure de pain, 
• des démangeaisons et irritations à la vulve, 
• un pH vaginal inférieur à 4, 
• la présence de levures et de filaments mycéliens visibles au microscope 
[Sobel, 1997]. 
 
Contrairement aux autres infections vaginales, les vaginites à levure ne sont pas forcément 
associées à une perte en lactobacilles [FAO/WHO, 2001]. 
 
¾ Récidives et complications 
 
Les traitements conventionnels se font par utilisation d’antibiotiques et/ou d’antifongiques. 
Dans le cas des vaginites à levure, les imidazolés (miconazole et clotrimazole) et les polyènes 
(mycostatine) sont utilisés. Dans le cas d’une vaginose bactérienne, le métronidazole ou la 
clindamycine sont recommandés. Toutefois, l’efficacité des antibiotiques est peu satisfaisante. 
En effet, après un traitement pour des cas de vaginose bactérienne, plus de 50 % des femmes 
récidivent dans les 3 à 6 mois, et plus de 30 % contractent des vaginites à levure [Reid and 
Bocking, 2003]. 
 
Les complications ne sont pas négligeables. La vaginose bactérienne est souvent associée à un 
risque accru de fausses couches, de naissances prématurées, d’infections de la partie haute du 
tractus génital et un risque supérieur d’acquisition du virus du sida. En effet, l’augmentation 
du pH vaginal lors de la vaginose bactérienne favorise l’approche d’autres agents infectieux et 
l’ascension de l’infection dans le tractus génital [Famularo et al., 2001 ; Cauci et al., 2002 ; Clarke et 
al., 2002]. 
 
De plus, il existe une relation étroite entre les infections vaginales et les infections urinaires 
(le plus souvent dues à Escherichia coli). En effet, la plupart des infections vaginales sont 
dues à la migration de pathogènes du rectum vers le vagin, qui peuvent aussi se déplacer vers 
le système urinaire induisant des infections du tractus urinaire [Reid and Bruce, 2003]. 
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II - 1.3. Actions des lactobacilles vis-à-vis des microorganismes 
potentiellement pathogènes 
 
Pour une femme saine, les lactobacilles constituent l’essentiel de la flore et jouent un rôle 
protecteur vis-à-vis des microorganismes potentiellement pathogènes. Des études in vitro ont 
montré des effets inhibiteurs des lactobacilles isolés du milieu vaginal contre des pathogènes : 
• C. albicans est inhibé par le peroxyde d’hydrogène produit par les lactobacilles, une 
peroxydase et du thiocyanate (cette action a été révélée par la méthode de détection du 
diamètre d’inhibition sur double couche de gélose) [Fitzimmons and Berry, 1994] ; 
• G. vaginalis et les germes anaérobies sont sensibles aux acides organiques et/ou au 
peroxyde d’hydrogène sécrétés par les lactobacilles (ce phénomène a été mis en évidence 
par la technique de diffusion des surnageants de cultures déposés dans des puits) [MacLean 
and MacGroarty, 1996] ; 
• E. coli est inhibé par simple acidification du milieu par les lactobacilles (ces essais ont été 
réalisés en co-cultures) [Juarez et al., 2003]. 
Les différents mécanismes mis en jeu sont décrits dans la Figure 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Mécanismes mis en jeu par les lactobacilles vaginaux pour inhiber les pathogènes. 
[adapté de Lepargneur and Rousseau, 2002] 
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¾ Inhibition de la croissance des pathogènes par production de peroxyde 
d’hydrogène 
 
La production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) semble être une caractéristique de grande 
importance des lactobacilles vaginaux. En effet, 96 % des femmes saines ont une flore à 
lactobacilles producteurs de peroxyde d’hydrogène contre 3,5 % des femmes atteintes de 
vaginose bactérienne [Eschenbach et al., 1989]. 
 
Le peroxyde d’hydrogène est produit par certains lactobacilles en aérobiose. Ces derniers ne 
possèdent pas d’hème et n’utilisent pas le système cytochrome pour l’oxydation terminale 
pendant le processus respiratoire mais une oxydase flavoprotéinique qui réduit l’oxygène en 
peroxyde d’hydrogène. Les conditions pour lesquelles ce dernier est produit in vivo dans le 
milieu vaginal où la pression partielle en oxygène est faible, ne sont pas encore connues. 
 
La toxicité du peroxyde d’hydrogène est due au pouvoir oxydant de la molécule elle-même ou 
de ses métabolites OH· (radical hydroxyle) et O2- (anion superoxyde) produits par des agents 
réducteurs (ions halogénures du type Cl-) et des enzymes peroxydases qui sont présentes dans 
le fluide vaginal. Les réactions sont décrites dans la Figure 3. Ces molécules peuvent agir sur 
les protéines (inactivation des enzymes cytoplasmiques), les lipides membranaires 
(augmentation de la perméabilité membranaire) et les acides nucléiques (induction de 
mutations de l’ADN). Par contre, l’autodestruction des lactobacilles est évitée pour ceux 
possédant une NADH peroxydase qui transforme le peroxyde d’hydrogène [Ocana et al., 1999b ; 
Lepargneur and Rousseau, 2002]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. Modes d’action sur les pathogènes du peroxyde d’hydrogène et de ses dérivés 
produits par les lactobacilles. 
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¾ Inhibition de la croissance des pathogènes par production d’acides 
organiques 
 
La production d’acides organiques est une autre caractéristique importante des lactobacilles. 
Le pH normal du vagin est de l’ordre de 4. 
 
La principale molécule responsable de l’acidification du vagin est l’acide lactique. Elle est 
synthétisée via la fermentation lactique du glycogène présent dans le fluide vaginal par les 
lactobacilles (produisant les formes D- et/ou L- lactate) et par l’épithélium (produisant 
seulement la forme L-lactate). Or, les sécrétions vaginales contiennent plus de 50 % de D-
lactate. Ainsi, les lactobacilles sont la première source d’acide lactique dans le vagin [Boskey et 
al., 2001]. 
 
D’autres acides organiques peuvent être produits par fermentation lactique comme l’acide 
acétique qui est 10 fois moins concentré que l’acide lactique dans le milieu vaginal. 
 
Les acides organiques produits peuvent diffuser passivement à travers la membrane sous leur 
forme non dissociée. Ils acidifient le cytoplasme après dissociation et inhibent l’activité 
enzymatique cellulaire des pathogènes acidosensibles [Boskey et al., 2001]. Le mode d’action est 
décrit dans la Figure 4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Mode d’action sur les pathogènes des acides organiques produits par 
les lactobacilles. 
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¾ Inhibition de la croissance des pathogènes par d’autres mécanismes 
 
D’autres molécules bactéricides peuvent être produites par les lactobacilles : 
•  les bactériocines (peptides ou protéines de faible masse molaire possédant un spectre 
d’activité bactéricide restreint), 
•  des substances proches des bactériocines appelées « bacteriocin-like » (substances 
incomplètement définies qui ont un spectre d’activité plus large que les bactériocines). 
Le mécanisme d’action des bactériocines est décrit dans la Figure 5. Elles s’ancrent sur la 
paroi, forment des pores et induisent ainsi la fuite du contenu cytoplasmique [Ocana and Nader-
Macias, 2004]. Peu de bactériocines sont pour l’instant complètement caractérisées chez les 
lactobacilles vaginaux [Ocana et al., 1999a]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Mode d’action sur les pathogènes des bactériocines produites par 
les lactobacilles. 
 
 
Les lactobacilles peuvent inhiber certains pathogènes (flore anaérobie de la vaginose autre 
que G. vaginalis) par compétition nutritionnelle comme dans le cas des souches possédant 
l’activité arginine désaminase. Cette enzyme catalyse la transformation irréversible de 
l’arginine en citrulline et ammonium apportant ainsi du carbone, de l’azote et de l’énergie aux 
cellules. Elle réduit donc la disponibilité en arginine dans le milieu pour les pathogènes qui la 
métabolisent normalement via l’arginine décarboxylase en polyamines caractéristiques de la 
vaginose bactérienne [Famularo et al., 2001 ; Mastromarino et al., 2002]. Le mécanisme est décrit 
dans la Figure 6. 
 
lactobacille
pathogène
bactériocine
c
d
e
II – Contexte de l’étude 
   35
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Inhibition des pathogènes par compétition nutritionnelle vis-à-vis de 
l’arginine consommée par les lactobacilles. 
 
¾ Inhibition de l’adhésion des pathogènes 
 
L’adhésion aux cellules vaginales se fait soit de manière non spécifique par des interactions 
électrostatiques ou hydrophobes, soit de manière spécifique par des récepteurs impliquant des 
glycoprotéines ou des acides lipotéichoïques à la surface des bactéries et des glycolipides sur 
les cellules vaginales [Boris et al., 1998]. Le mécanisme est décrit dans la Figure 7. En général, 
la compétition des lactobacilles avec les pathogènes est plutôt due à un encombrement 
stérique qu’à un blocage spécifique d’un site récepteur des pathogènes [Boris and Barbes, 2000]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7. Mécanisme d’inhibition de l’adhésion des pathogènes par un effet barrière dû à 
l’adhésion des lactobacilles à l’épithélium vaginal. 
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L’adhésion des bactéries peut aussi se faire sur une matrice de fibronectine. Cette dernière est 
une glycoprotéine de masse molaire élevée, qui est présente sous forme soluble dans le fluide 
vaginal et qui forme à la surface de l’épithélium des polymères, structure de base pour 
l’attachement des microorganismes. Des souches de lactobacilles vaginaux ont montré des 
capacités à adhérer de façon spécifique à la fibronectine, empêchant ainsi les pathogènes de 
s’installer par encombrement stérique [Nagy et al., 1992]. Le mécanisme est décrit dans la 
Figure 8. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 8. Mécanisme d’inhibition de l’adhésion 
des pathogènes par adhésion des lactobacilles à 
la fibronectine. 
 
 
Par ailleurs, certains lactobacilles sont capables de synthétiser des molécules jouant un rôle de 
biosurfactant à la surface de la muqueuse et empêchant ainsi l’adhésion de certains 
uropathogènes. Ces biosurfactants sont des molécules amphiphiles du type glycolipide ou 
lipopeptide, qui agissent sur les tensions de surface aux interfaces. Ils participent à l’adhésion 
des bactéries qui les produisent et créent une barrière compétitive vis-à-vis de l’adhésion des 
pathogènes. Le mécanisme est décrit dans la Figure 9. Certaines de ces molécules peuvent 
aussi avoir une activité antibiotique en désintégrant les parois des bactéries [Velraeds et al., 
1998 ; Velraeds et al., 2000]. 
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Figure 9. Mécanisme d’inhibition de l’adhésion 
des pathogènes par un effet barrière des 
biosurfactants produits par les lactobacilles. 
 
 
¾ Inhibition de l’expansion des pathogènes 
 
L’agrégation de bactéries entre elles est un mécanisme à l’origine de la formation de biofilms. 
Certains lactobacilles sont capables de s’autoagréger entre eux mais peuvent aussi coagréger 
avec des microorganismes pathogènes. Ils créent ainsi un microenvironnement particulier 
autour du pathogène avec une concentration plus importante des substances inhibitrices 
dirigées contre celui-ci [Mastromarino et al., 2002 ; Ocana and Nader-Macias, 2002]. Les molécules 
impliquées dans l’agrégation sont soit localisées à la surface des cellules (acides 
lipotéichoïques, protéines ou glucides), soit sécrétées par celles-ci (peptides ou protéines 
solubles) [Boris et al., 1997]. 
 
Les lactobacilles peuvent aussi agir indirectement sur les pathogènes en modulant le système 
immunitaire de l’hôte. Peu de données sont disponibles sur la modulation immunitaire au sein 
de l’écosystème vaginal mais il semble que certains lactobacilles vaginaux peuvent stimuler la 
sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10 et TGFβ) [Reid and Bocking, 2003]. 
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II - 1.4. Le métabolisme de la microflore vaginale 
 
La microflore vaginale se développe grâce notamment au glycogène, principale source 
glucidique présente dans le milieu vaginal. Ce glucide peut être hydrolysé, en synergie ou 
non, par les enzymes des cellules épithéliales et par les microorganismes présents dans le 
milieu [Boskey et al., 2001]. 
 
¾ Transport des glucides dans les cellules de la microflore vaginale 
 
Certains glucides sont hydrolysés à l’intérieur de la cellule bactérienne. Pour pénétrer dans 
celle-ci, ils doivent d’abord traverser la membrane cellulaire. Cette dernière, de nature 
hydrophobe, est franchissable pour les composés apolaires par diffusion mais se révèle 
imperméable aux composés polaires. Des systèmes de transport sont donc mis en jeu pour les 
glucides. D’après la « NC-IUBMB » (Nomenclature Committee of the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology), différents systèmes ont été décrits chez les bactéries : 
• cas des monosaccharides glucose et fructose : uniport, symport H+, symport Na+, 
transporteurs PTS et ABC, 
• cas des disaccharides maltose et saccharose : symport H+, transporteurs PTS et ABC, 
• cas des oligosaccharides : transporteur ABC 
[Moss, 2002]. 
 
Les uniports et symports appartiennent à la famille des transporteurs dépendant du potentiel 
électrochimique (classe 2.A. de la nomenclature du « IUBMB »). Ces systèmes ne nécessitent 
pas d’énergie sous forme ATP mais sont liés à la force protomotrice de part et d’autre de la 
membrane. Un médiateur membranaire protéique reconnaît spécifiquement le substrat 
glucidique puis un changement de conformation de ce transporteur assure le passage du 
substrat de l’autre côté de la membrane. Un système uniport permet le passage d’un seul type 
de molécule ; un système symport assure le transport d’au minimum 2 molécules différentes 
ensemble dans la même direction. Ces systèmes sont décrits dans la Figure 10. 
 
Le transporteur PTS appartient à la famille des transports par translocation de groupe conduit 
par le système phosphotransferase (classe 4.A. de la nomenclature du « IUBMB »). Le 
transport du substrat est catalysé par un groupe d’enzymes utilisant le phosphoenolpyruvate 
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comme source d’énergie. Le substrat subit ainsi une modification chimique et s’accumule 
dans le cytoplasme sous une forme transformée (généralement phosphorylée). Ce transporteur 
est schématisé dans la Figure 10. 
 
Les transporteurs ABC (ATP-Binding Cassette) appartiennent à la famille de transport actif 
primaire nécessitant une hydrolyse de la liaison phosphate de l’ATP (classe 3.A. de la 
nomenclature du « IUBMB »). Différentes protéines sont mises en jeu : une protéine 
extracellulaire fixant le substrat, des protéines membranaires formant un canal et des protéines 
cytoplasmiques liées aux protéines membranaires convertissant l’ATP en ADP. La molécule 
est ainsi transférée de part et d’autre de la membrane sans modification chimique via une 
association de toutes ces protéines. Ce système est décrit dans la Figure 10. 
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Pi : phosphate inorganique     /     PEP : phosphoenolpyruvate 
Figure 10. Mécanismes des principaux systèmes de transport des glucides chez les bactéries. 
[adapté de Desmazeaud and De Roissart, 1994] 
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¾ Utilisation des glucides par la microflore vaginale 
 
La source majeure de production d’énergie chez les bactéries Lactobacillus sp. et E. coli, ainsi 
que chez la levure C. albicans est le glucose qui est transformé en pyruvate via la glycolyse. 
Le glucose est apporté à la cellule soit directement, soit après hydrolyse de polymères 
glucidiques par des enzymes extracellulaires, membranaires ou intracellulaires. D’après la 
« NC-IUBMB », diverses enzymes ont été caractérisées : elles appartiennent à la famille des 
glycosidases (EC 3.2.1.). Par exemple, la β-fructofuranosidase (EC 3.2.1.26.) hydrolyse les 
liaisons β-(2→1) et l’α-glucosidase (EC 3.2.1.20.) hydrolyse rapidement les liaisons α-(1→4) 
et plus lentement les α-(1→6) [Moss, 1992]. 
 
En présence d’oxygène, E. coli et C. albicans sont capables d’assurer la respiration aérobie, 
c’est-à-dire une phosphorylation oxydative du pyruvate fournissant du dioxyde de carbone et 
de l’eau avec forte production d’ATP. Par contre, en absence ou en présence d’une faible 
teneur en oxygène, Lactobacillus sp., E. coli et C. albicans assurent différentes fermentations 
transformant le pyruvate en diverses molécules organiques avec un rendement d’ATP plus 
faible que la respiration aérobie. 
 
Les lactobacilles peuvent réaliser deux types de fermentation lactique selon les espèces : 
• homolactique :  glucose  lactate, 
• hétérolactique :  glucose  lactate + éthanol ou acétate + CO2. 
Ces deux voies sont présentées dans la Figure 11. 
 
La voie homofermentaire (voie d’Embden Meyerhof Parnas) emprunte la glycolyse dans sa 
totalité (du glucose-6-P jusqu’au pyruvate) et conduit en condition optimale de croissance à la 
production de deux molécules de lactate et deux molécules d’ATP par molécule de glucose 
[Thompson and Gentry-Weeks, 1994]. Le métabolisme est qualifié d’homolactique lorsqu’au moins 
90 % du glucose consommé est converti en lactate. En condition de croissance non optimale 
(par exemple en limitation de carbone ou sur certains sucres), le métabolisme des bactéries 
homofermentaires peut se diversifier vers un métabolisme appelé mixte, avec production, en 
plus du lactate, de formiate, de CO2, d’acétate et d’éthanol [Cocaign-Bousquet et al., 1996]. 
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La voie hétérofermentaire emprunte la partie oxydative de la voie des pentoses-phosphate à 
partir du glucose-6-phosphate conduisant à la formation de xylulose-5-phosphate. Ce dernier 
peut être converti en éthanol ou acétate, et peut rejoindre la glycolyse pour être converti en 
acide lactique. La voie hétérofermentaire conduit à la production d’un lactate, d’un éthanol, 
d’un CO2 et d’un ATP par mole de glucose [Thompson and Gentry-Weeks, 1994]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 11. Voies homofermentaire et hétérofermentaire simplifiées. 
[adapté de Thompson and Gentry-Weeks, 1994] 
 
Les autres microorganismes vaginaux ont un métabolisme différent [Prescott et al., 1995]. 
 
E. coli assure des fermentations d’acides mixtes : 
• glucose    éthanol + acétate + lactate + succinate + CO2 + H2O. 
 
C. albicans réalise des fermentations alcooliques : 
• glucose    éthanol + CO2. 
 
Par contre, le métabolisme de G. vaginalis n’a pas encore bien été décrit : cette espèce est 
fermentaire et peut consommer du glucose. 
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L’écosystème vaginal est riche en nutriments et permet le développement d’une 
microflore majoritairement composée de lactobacilles. Toutefois, des facteurs extérieurs 
peuvent perturber cette flore. Dès lors, des microorganismes pathogènes peuvent se 
développer au détriment des lactobacilles. Afin de rétablir l’équilibre de cette 
microflore, il semble intéressant d’introduire des souches de lactobacilles exogènes 
présentant des propriétés probiotiques. 
 
 
II - 2. Les probiotiques 
 
Les études concernant les probiotiques se sont focalisées sur l’écosystème intestinal où des 
effets positifs sont maintenant bien établis. Depuis peu, des applications pour l’écosystème 
vaginal commencent à se développer de plus en plus. 
 
II - 2.1. Action des probiotiques au niveau intestinal 
 
¾ Définition 
 
Le concept probiotique est né de la théorie de la longévité de Metchnikoff en 1907 : il fut le 
premier à proposer l’utilisation des lactobacilles des yaourts pour la restauration de la 
microflore dans le tractus gastrointestinal. Les probiotiques ont d’abord été développés dans 
les années 1960 pour les élevages d’animaux afin de prévenir les infections et stimuler le gain 
de poids. Durant cette même période, quelques médicaments probiotiques ont été lancés. 
Néanmoins les difficultés initiales de fabrication d’un produit de qualité microbiologique 
stable, l’incertitude sur la capacité de survie des microorganismes in vivo, l’absence de 
données sur l’efficacité clinique et les nouvelles exigences de la réglementation dans le 
domaine ont conduit à la disparition progressive de ces probiotiques. L’essor récent du 
concept d’aliments fonctionnels a fortement relancé l’intérêt porté aux probiotiques [Marteau 
and Rambaud, 1998]. 
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La première définition officielle a été proposée par Fuller en 1989 : un probiotique est « un 
supplément alimentaire microbien vivant qui affecte bénéfiquement la santé de l’animal en 
améliorant sa balance microbienne intestinale ». Cette définition a été révisée plusieurs fois, 
notamment par la « FAO » et la « WHO » (Food and Agriculture Organization of the United 
Nations / World Health Organization) en 2001 : les probiotiques sont « des microorganismes 
vivants qui lorsqu’ils sont administrés en quantité adéquate, produisent un effet bénéfique 
pour la santé de l’hôte ». 
 
¾ Principales souches commercialisées 
 
Les principales souches reconnues en tant que probiotiques, grâce à de nombreuses études 
décrites ci-dessous, et actuellement commercialisées appartiennent le plus souvent aux genres 
Lactobacillus sp. et Bifidobacterium sp.. Elles sont précisées dans la Figure 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12. Principales souches probiotiques commercialisées en Europe. 
[adapté de : Mombelli and Gismondo, 2000 ; Playne and Salminen, 2002] 
 
 
 
ESPECES DE
LACTOBACILLES
Lactobacillus bulgaricus
Lb. acidophilus La5 (Chr Hansen)
Lb. acidophilus NCFM (Rhodia)
Lb. bulgaricus 2038 (Meiji Milk)
Lb. casei CRL431 (Chr Hansen)
Lb. casei DN114001 (Danone)
Lb. casei Shirota (Yakult)
Lb. johnsonii La1 (Nestlé)
Lb. plantarum 299v (ProViva)
Lb. reuteri (BioGaia)
Lb. rhamnosus GG (Valio)
ESPECES DE
BIFIDOBACTERIES
Bifidobacterium breve
Bf. breve Yakult (Yakult)
Bf. lactis Bb12 (Chr Hansen)
Bf. longum BB536 (Morinaga)
Bf. animalis DN173010 (Danone)
AUTRES BACTERIES
LACTIQUES
Streptococcus  thermophilus
St. thermophilus 1131 (Meiji Milk)
En. faecium SF68 (Cernelle)
AUTRES
MICROORGANISMES
Saccharomyces sp.
  Sc. boulardii Ultra-levure® (Biocodex)
II – Contexte de l’étude 
   44
¾ Effets positifs sur la santé 
 
La reconnaissance des souches précédemment citées en tant que probiotiques, est validée par 
de nombreuses études. Différents effets positifs sont ainsi attribués aux probiotiques. 
Cependant, des études doivent encore être réalisées afin de confirmer certains bienfaits. Ces 
effets sont décrits dans le Tableau 1 et expliqués ci-dessous. 
 
Tableau 1. Effets positifs des probiotiques sur la santé (effets probables ou suspectés). 
EVIDENCES SCIENTIFIQUES FORTES 
EFFETS DES PROBIOTIQUES MECANISMES DES PROBIOTIQUES 
aide à la digestion du lactose  action de la β-galactosidase bactérienne 
réduction du risque des diarrhées  activité antipathogène  stimulation du système immunitaire 
diminution des allergies alimentaires 
 amélioration de la fonction barrière de la muqueuse 
 stimulation du système immunitaire 
 dégradation des protéines allergènes 
EVIDENCES SCIENTIFIQUES PROMETTEUSES 
EFFETS DES PROBIOTIQUES MECANISMES DES PROBIOTIQUES 
activité hypocholestérolémiante  assimilation du cholestérol  déconjugaison des sels biliaires 
prévention du cancer du côlon 
 dégradation de carcinogènes 
 production de composés antimutagéniques 
 modulation des enzymes fécales carcinogéniques 
 stimulation du système immunitaire 
résistance contre les maladies 
inflammatoires et irritables des intestins 
 activité antipathogène 
 stimulation du système immunitaire 
diminution des infections 
à Helicobacter pylori  activité antipathogène 
effet antihypertenseur  action des peptidases sur les protéines du lait donnant des peptides bioactifs 
[adapté de : Sanders and Huis in’t Veld, 1999 ; Playne and Salminen, 2002 ; Gueimonde and Salminen, 2003] 
 
Des études ont montré de réels effets positifs : 
 
• Les personnes présentant une faible ou inexistante activité de la lactase intestinale ne 
peuvent digérer le lactose du lait. L’activité β-galactosidase présente chez certaines 
bactéries lactiques, assure l’hydrolyse du lactose dans les produits fermentés qui sont donc 
mieux tolérés que le lait. Montes et al. en 1995 ont montré que chez 10 enfants ne digérant 
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pas le lactose et ayant ingéré 250 mL de lait contenant 1010 cellules de Lb. acidophilus 
NCFM, les symptômes de maldigestion ont fortement diminué de suite après l’ingestion 
par rapport à 10 autres enfants ayant consommé du lait. 
• Beaucoup de diarrhées sont dues à des infections microbiennes. Par leur pouvoir 
antimicrobien et/ou par leur effet immunostimulant, les probiotiques peuvent diminuer la 
sévérité et la durée de certaines diarrhées. D’après une étude de Siitonen et al. en 1990, 
sur 16 volontaires sains traités à l’antibiotique érythromycine pendant 1 semaine, les 8 
ayant consommé quotidiennement, en parallèle du traitement, 125 mL de lait fermenté 
enrichi en Lb. rhamnosus GG ont eu une diarrhée de 2 jours alors que les autres ayant 
consommé du yaourt placebo l’ont eue pendant 8 jours. 
• Depuis une vingtaine d’années, les allergies ont fortement augmenté dans les pays 
industrialisés surtout chez les enfants présentant des dermatites atopiques. Les 
probiotiques peuvent contrôler ces allergies via notamment leur pouvoir 
immunostimulant. Isolauri et al. en 2000 ont montré que sur 27 enfants eczémateux 
répartis en 2 groupes, ceux ayant consommé Bf. lactis Bb12 comme complément 
alimentaire à la dose de 5.108 cellules par jour ont vu les symptômes disparaître après 2 
mois alors que les autres du groupe placebo ont vu leur eczéma perdurer. 
 
Des études tendent à démontrer d’autres effets positifs des probiotiques dont les mécanismes 
doivent encore être étudiés : 
 
• Taranto et al. en 1998 ont mis en évidence l’effet hypocholestérolémiant de Lb. reuteri 
CRL1098 consommé à 104 cellules par jour pendant 7 jours par des souris 
hypercholestérolémiques dont la teneur totale en cholestérol a diminué de près de 40 % à 
la fin du traitement. 
• Une étude de Spanhaak et al. en 1998 a montré l’influence de l’administration de 109 
cellules de Lb. casei Shirota par mL de lait fermenté à hauteur de 100 mL 3 fois par jour 
pendant 4 semaines, sur les activités d’enzymes réputées carcinogéniques de l’hôte. Les 
10 sujets ayant consommé cette souche ont vu leurs activités β-glucuronidase et              
β-glucosidase des prélèvements fécaux diminuer au bout de 2 semaines de traitement par 
rapport aux 10 sujets placebo. 
• Malin et al. en 1996 ont évalué l’activité immunostimulante en dosant la sécrétion d’Ig A 
chez 14 jeunes patients souffrant de la maladie de Crohn. L’ingestion de 1010 cellules de 
Lb. rhamnosus GG 2 fois par jour pendant 10 jours a stimulé la sécrétion 
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d’immunoglobuline Ig A (anticorps de l’immunité humorale), améliorant la barrière 
immunologique de l’intestin qui avait été affaiblie par la maladie. 
• Lors d’une étude de Wang et al. en 2004, 59 adultes présentant une gastrite à H. pylori ont 
consommé du lait fermenté contenant 107 cellules de Lb. acidophilus La5 et Bf. lactis 
Bb12 par mL 2 fois par jour en traitement post-prandial pendant 6 semaines. A la suite de 
ce régime, les auteurs ont noté une forte diminution de l’activité d’ H. pylori. 
 
¾ Critères de sélection 
 
Afin de satisfaire à la définition des probiotiques, les microorganismes doivent survivre, être 
actifs et persister temporairement dans le tractus digestif. Ils doivent aussi posséder des effets 
positifs pour l’hôte. Or, toutes ces propriétés sont propres à chaque souche et ne peuvent être 
extrapolées à une autre souche de la même espèce [AFSSA, 2003]. Les microorganismes 
potentiellement probiotiques doivent donc être sélectionnés selon différents critères décrits 
dans le Tableau 2. 
 
Tableau 2. Proposition de critères de sélection des probiotiques à application intestinale. 
C
R
IT
E
R
E
S 
D
E
 
SE
C
U
R
IT
E
 
 souche pour l’usage humain d’origine humaine (isolée du tractus intestinal d’un 
homme sain) ou alimentaire (utilisée dans les produits fermentés) 
 souche déposée dans une collection de cultures reconnue internationalement 
 souche caractérisée par des techniques phénotypiques et génotypiques 
 historique de non pathogénicité 
 pas de déconjugaison excessive des sels biliaires au risque d’induire des lyses 
cellulaires 
 pas de transmission possible de gènes de résistance aux antibiotiques 
 pas de dégradation excessive du mucus 
C
R
IT
E
R
E
S 
FO
N
C
T
IO
N
N
E
L
S  tolérance à l’acidité et aux enzymes gastriques 
 tolérance à la bile et aux enzymes digestives 
 adhésion aux cellules intestinales et persistance dans le tractus gastrointestinal 
 immunostimulation 
 production de substances antimicrobiennes et antagonisme vis-à-vis des pathogènes 
 effets sur la santé documentés 
C
R
IT
E
R
E
S 
T
E
C
H
N
O
L
O
G
IQ
U
E
S 
 stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini 
 conservation des propriétés probiotiques après production 
[adapté de : Mattila-Sandholm et al., 1999 ; Saarela et al., 2000] 
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La dose recommandée de consommation de probiotiques est de 109 à 1010 bactéries par jour 
afin d’avoir en général 108 à 109 bactéries vivantes accédant au duodénum et capables 
d’exercer leurs effets [Sanders and Huis in’t Veld, 1999]. L’apport de probiotiques doit être 
régulier, car des études ont montré qu’ils disparaissent du tractus au bout de 1 à 2 semaines 
après arrêt de l’administration. En effet, quand Lb. rhamnosus GG a été donné à 76 
volontaires sous différentes formes (poudre lyophilisée ou produit fermenté) à raison de 
5.1010 à 5.1011 cellules par jour pendant 28 jours, la souche a été retrouvée dans les fécès dès 
les premiers jours. Mais après l’arrêt de l’administration, elle a disparu des fécès chez 10 % 
des patients au bout de 4 jours et chez 70 % au bout de 7 jours [Goldin et al., 1992]. 
 
D’un point de vue sécurité d’utilisation, les espèces des genres Lactobacillus et 
Bifidobacterium ont généralement le statut « GRAS » (Generally Recognised As Safe) et sont 
utilisées depuis longtemps en alimentation humaine. Mais il peut exister un risque 
d’utilisation pour les personnes immunodéficientes, porteuses d’un cathéter central ou 
présentant une rupture de la barrière intestinale [AFSSA, 2003]. 
 
¾ Aspect réglementaire 
 
La réglementation concernant les probiotiques est assez floue et non harmonisée entre les 
différents pays. Les probiotiques sont souvent considérés comme des aliments fonctionnels ou 
des compléments alimentaires mais pas comme des médicaments [FAO/WHO, 2001]. 
 
Concernant l’étiquetage, un effort est fourni depuis peu. Le groupe de travail de l’« ISAPP » 
(International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) préconise de préciser sur 
l’emballage des produits contenant des probiotiques : 
• l’identification du genre et de l’espèce selon la nomenclature officielle, 
• la désignation de la souche, 
• la viabilité en fin de durée de vie, 
• les conditions recommandées de stockage, 
• la sécurité d’emploi, 
• la dose recommandée avec les effets physiologiques induits 
[Reid et al., 2003]. 
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Les industriels peuvent mentionner d’éventuelles allégations nutritionnelles et fonctionnelles, 
tant que ces dernières sont prouvées, mais ils ne peuvent pas revendiquer d’allégations 
thérapeutiques. En septembre 2004, l’AFSSA a refusé 9 allégations sur 10 revendiquées par 
Danone pour la souche Lb. casei DN114001 du produit Actimel, car des études cliniques 
complémentaires sont encore nécessaires pour les justifier. L’allégation « participe à renforcer 
les défenses naturelles de l’organisme » a été la seule acceptée par l’AFSSA. 
 
II - 2.2. Développement des probiotiques au niveau vaginal 
 
¾ Evolution de la définition 
 
L’application des probiotiques au niveau vaginal est une voie en pleine expansion. 
L’écosystème vaginal est moins complexe que l’écosystème intestinal. En effet, seul un 
groupe de bactéries composé de lactobacilles et constituant la flore de Doderleïn domine à   
95 % : il joue un rôle essentiel dans la protection de la muqueuse vis-à-vis des pathogènes. 
Dans les années 1930, Mohler et Brown furent les premiers à proposer un traitement des 
vaginites et de la vaginose avec une culture de bacilles de Doderleïn. 
 
Depuis, différentes études ont montré l’efficacité de l’application de souches de lactobacilles 
exogènes au niveau vaginal  pour lutter contre les infections urinaires, la vaginose bactérienne 
et les vaginites : 
 
• Bruce et al. en 1992 ont administré une gélule à 2.109 cellules de souches de Lb. casei 
GR-1 et Lb. fermentum B-54 par semaine pendant 1 an à 10 patientes souffrant 
d’infections urinaires récidivantes. A la suite de ce traitement, la moitié de ces femmes 
n’ont plus déclaré de récidives. 
• Hallen et al. en 1992 ont traité 28 femmes présentant une vaginose bactérienne avec des 
gélules contenant 108 à 109 cellules d’une souche de Lb. acidophilus (suppositoires 
vaginaux Vivag, Pharma-Vinci, Dannemark) 2 fois par jour pendant 6 jours de sorte que 
la période de menstruation arrive plus d’une semaine après la fin de l’administration. Suite 
à ce traitement, plus de 50 % des femmes traitées ont vu leurs prélèvements vaginaux 
normalisés avec élimination de Bacteroides sp. alors que ce n’était le cas pour aucune des 
femmes du groupe placebo. 
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• D’après une étude de Hilton et al. en 1992, 13 patientes présentant de nombreuses 
récidives de vaginites ont consommé pendant 6 mois quotidiennement 200 mL de lait 
fermenté avec une souche de Lb. acidophilus (yaourt Colombo, Methuen, Massachusetts) 
présente à 108 cellules par mL. Elles ont présenté par la suite moins de récidives que le 
groupe placebo. 
 
De ce fait, la définition originelle des probiotiques proposée par Fuller en 1989 dans laquelle 
l’application probiotique était réservée au côlon, s’est généralisée à divers compartiments de 
l’hôte dont le vagin [FAO/WHO, 2001]. 
 
¾ Objectivation de souches 
 
Des études ont montré que les probiotiques intestinaux comme Lb. acidophilus NCFM et    
Lb. rhamnosus GG sont peu efficaces au niveau vaginal. En effet, Reid en 2000 a montré que 
Lb. acidophilus NCFM présentait de moins bons résultats sur des modèles vaginaux in vitro 
que des souches isolées d’écosystèmes vaginaux (adhésion à des cellules épithéliales 
vaginales, exclusion compétitive vis-à-vis de pathogènes urogénitaux et inhibition de leur 
croissance). De plus, Gardiner et al. en 2002 ont identifié par analyse génomique dans des 
prélèvements vaginaux les souches des lactobacilles préalablement administrées au niveau du 
vagin à 109 cellules pendant 3 jours consécutifs. Les souches issues d’isolements vaginaux ont 
persisté dans le vagin jusqu’à 19 jours après le traitement alors que Lb. rhamnosus GG n’a été 
détecté que jusqu’à 5 jours. 
 
Ainsi, chaque biotope exerce une pression de sélection : un crible de sélection spécifique au 
milieu vaginal est donc nécessaire. Cependant, les critères fonctionnels appliqués au niveau 
vaginal sont moins exigeants qu’au niveau intestinal car les souches ne doivent pas, par 
exemple, résister au pH acide et tolérer la bile. Le Tableau 3 présente ces différents critères. 
 
 
Deux souches satisfaisant à ces critères ont été brevetées par la société Urex Biotech Inc. 
(Canada) et sont produites depuis peu par Chr Hansen (Danemark) : Lb. fermentum RC-14 et 
Lb. rhamnosus GR-1. 
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Tableau 3. Proposition de critères de sélection des probiotiques à application vaginale. 
C
R
IT
E
R
E
S 
D
E
 
SE
C
U
R
IT
E
 
 souche isolée du vagin d’une femme saine 
 historique de non pathogénicité 
 pas de transmission possible de gènes de résistance aux antibiotiques 
 pas de dégradation excessive du mucus 
C
R
IT
E
R
E
S 
FO
N
C
T
IO
N
N
E
L
S 
 adhésion aux cellules vaginales et persistance dans le vagin 
 production de substances antimicrobiennes (notamment peroxyde d’hydrogène) et 
antagonisme vis-à-vis des pathogènes (notamment compétition d’adhésion) 
 effets sur la santé documentés 
C
R
IT
E
R
E
S 
T
E
C
H
N
O
L
O
G
IQ
U
E
S 
 stabilité au cours des procédés de production et dans le produit fini 
 conservation des propriétés probiotiques après production 
 relargage rapide des souches en dehors de la matrice après introduction dans le vagin 
[adapté de : MacGroarty, 1993 ; Parent et al., 1996 ; Famularo et al., 2001 ; FAO/WHO, 2001] 
 
 
 
¾ Réglementation et formulation 
 
L’approche réglementaire de l’utilisation des probiotiques au niveau vaginal n’est pas encore 
bien définie. Toutefois, des études scientifiques proposent différents types de formulation et 
quelques produits sont déjà commercialisés. 
 
Des études ont été décrites pour des probiotiques formulés et délivrés sous différentes formes 
en application locale (lait fermenté, ovules, gélules, comprimés classiques et effervescents) : 
 
• Neri et al. en 1993 ont traité 32 femmes enceintes présentant une vaginose bactérienne par 
introduction de 10 à 15 mL de lait fermenté contenant 108 cellules d’une souche de        
Lb. acidophilus non caractérisée par mL à raison de 2 fois par jour pendant 7 jours. 
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• Hilton en 1995 a diminué les symptômes dus à des vaginites chez 28 femmes en 
prescrivant l’utilisation d’ovules vaginaux constitués de glycérol et de 109 cellules de    
Lb. rhamnosus GG 2 fois par jour pendant 7 jours. 
• Hallen et al. en 1992 ont traité 28 femmes présentant des cas de vaginose bactérienne par 
administration d’1 gélule contenant 108 à 109 cellules d’une souche de Lb. acidophilus 
(Vivag) 2 fois par jour pendant 6 jours. 
• Parent et al. en 1996 ont augmenté significativement la teneur en lactobacilles chez        
32 femmes présentant des cas de vaginose bactérienne 4 semaines après un traitement 
consistant à administrer 1 à 2 comprimés par jour pendant 6 jours et contenant la souche 
Lb. acidophilus à 107 cellules par comprimé (Gynoflor, Medinova, Suisse). 
• Maggi et al. en 2000 et Mastromarino et al. en 2002 ont étudié la conservation des 
propriétés probiotiques de différentes souches de lactobacilles délivrées sous forme de 
comprimés effervescents qui assurent un relargage rapide et complet des constituants :     
3 souches de lactobacilles (Lb. brevis CD2, Lb. salivarius FV2 et Lb. gasseri FV9) ont 
conservé une bonne viabilité et leurs propriétés probiotiques, puis ont été retenues pour de 
futurs essais in vivo. 
 
Par ailleurs, d’autres études ont été décrites pour des probiotiques formulés et délivrés sous 
différentes formes par voie orale (lait fermenté ou lyophilisat resuspendu) : 
 
• Hilton et al. en 1992 ont diminué les récidives de vaginites chez 13 patientes ayant 
consommé tous les jours 200 mL de lait fermenté à 108 cellules d’une souche de            
Lb. acidophilus (yaourt Colombo) par mL pendant 6 mois. 
• Reid et al. en 2001 (a) ont traité des cas de vaginose bactérienne pour 7 patientes sur 11 
ayant consommé de 8.108 à 6.109 cellules de Lb. rhamnosus GR-1 et Lb. fermentum     
RC-14 sous forme de gélule 1 fois par jour pendant 28 jours. 
• Une autre étude de Reid et al. en 2001 (b) a permis d’identifier par analyse génomique sur 
des prélèvements vaginaux les souches GR-1 et RC-14 chez 10 femmes ayant consommé 
3 mL de ces souches resuspendues dans du lait écrémé à hauteur de 109 cellules par mL    
2 fois par jour pendant 14 jours. L’administration orale a permis de les retrouver dans le 
vagin 1 semaine après le début du traitement : les bactéries ont donc migré du rectum au 
vagin. Par contre cette étude n’a pas évalué la persistence des souches après l’arrêt du 
traitement. 
II – Contexte de l’étude 
   52
 
Comme le nombre d’espèces différentes de lactobacilles colonisant le vagin est variable, mais 
souvent de l’ordre de 5, et comme les proportions de ces souches changent au cours du temps 
dans le vagin, il est préférable de proposer une formule contenant plusieurs souches d’espèces 
différentes possédant des activités complémentaires [Famularo et al., 2001 ; Gardiner et al., 2002]. 
Par ailleurs, il semble intéressant d’apporter à la formule un substrat qui garantisse l’apport de 
nutriments aux lactobacilles, comme par exemple du lactose assimilable par certaines souches 
ou de l’œstriol activant l’apport de glycogène dans l’épithélium [Parent et al., 1996]. 
 
Quelques produits à application vaginale contenant des probiotiques sont disponibles sur le 
marché. Mais peu d’études ont été réalisées les concernant. Les gélules Trophigil® contenant 
la souche Lb. rhamnosus Doderleïni sont vendues par les Laboratoires Grünenthal (France). 
Les gélules Vagilac™ avec applicateur et contenant un mélange de souches de                     
Lb. acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. rhamnosus et St. thermophilus sont distribuées par 
Pharmascience (Canada). Les comprimés Gynoflor® contenant une souche de Lb. acidophilus 
sont commercialisés par les laboratoires Medinova (Italie). Les capsules molles Bactocin® 
contenant aussi une souche de Lb. acidophilus sont vendues par Sharper Spa (Italie). 
 
Depuis juin 2004, un nouveau produit constitué de souches probiotiques vaginales 
scientifiquement reconnues, est développé par Urex Biotech Inc. (Canada) : Urex-Cap-5® 
composé de Lb. rhamnosus GR-1 et Lb. fermentum RC-14 et formulé en gélules à consommer 
par voie orale. 
 
 
 
Ainsi, l’apport de bactéries exogènes à l’écosystème vaginal est un moyen efficace pour 
rétablir et/ou maintenir l’équilibre de la microflore. Une autre approche consisterait à 
apporter un nutriment prébiotique assimilable par la flore de lactobacilles mais pas par 
la flore pathogène. Ceci permettrait une croissance améliorée des lactobacilles au 
détriment des pathogènes. 
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II - 3. Les prébiotiques 
 
II - 3.1. Action des prébiotiques au niveau intestinal 
 
¾ Définition 
 
Le concept prébiotique est lié au développement des aliments fonctionnels depuis les années 
1990. La première définition officielle a été proposée par Gibson et Roberfroid en 1995 : un 
prébiotique est « une substance non digestible qui induit un effet physiologique bénéfique à 
l’hôte en stimulant de façon spécifique la croissance et/ou l’activité d’un nombre limité de 
populations bactériennes déjà établies dans le côlon ». 
 
Comparés aux probiotiques qui introduisent des bactéries exogènes, les prébiotiques modulent 
les bactéries endogènes, c’est-à-dire la composition de l’écosystème naturel, en privilégiant 
les microorganismes exerçant un effet positif (bifidobactéries et lactobacilles) [Roberfroid, 
2001]. 
 
¾ Principaux prébiotiques commercialisés 
 
Du fait du métabolisme des bactéries lactiques et des différentes enzymes digestives, les 
prébiotiques ne peuvent pas être de nature protéinique ou lipidique mais plutôt glucidique 
[Cummings and MacFarlane, 2002]. La majorité des prébiotiques sont des oligosaccharides 
(enchaînement de 2 à 20 résidus de pentose ou d’hexose) [Delzenne, 2003]. Le Tableau 4 décrit 
les principaux prébiotiques commercialisés. 
 
Parmi ces prébiotiques, trois types d’oligosaccharides ont été retenus pour notre étude : les 
fructooligosaccharides Actilight (FOS Actilight) et Raftilose (FOS Raftilose), et les 
glucooligosaccharides Bioecolia (GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4). D’autres glucooligosaccharides ont 
été synthétisés expérimentalement au laboratoire pour notre étude. 
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Tableau 4. Exemples de composés prébiotiques commercialisés. 
 PREBIOTIQUES NOM  STRUCTURE  FOURNISSEUR 
 oligofructoses  Raftilose®  Fru-Frun + Glc-Frun  Orafti (Belgique) 
 fructooligosaccharides  Actilight®  Glc-Frun  Beghin Meiji Industries (France) 
 galactooligosaccharides  Oligomate®  Glc-Galn  Yakult (Japon) 
 lactulose  MLS-50®  Gal-Fru  Morinaga (Japon) 
 oligosaccharides de soja  Soya-Oligo  Galn-Glc-Fru  Calpis (Japon) 
 isomaltooligosaccharides  IMO 900  Glcn  Showa Sangyo (Japon) 
 glucooligosaccharides  Bioecolia®  Glcn  Solabia (France) 
 mannooligosaccharides  Bio-MOS®  Mann  Alltech Biotechnology (USA) 
 xylooligosaccharides  Xylo-oligo  Xyln  Suntory (Japon) 
[adapté de : Grizard and Barthomeuf, 1999 ; Franck, 2002] 
 
¾ FOS Actilight et FOS Raftilose 
 
Les FOS Actilight et FOS Raftilose appartiennent à la famille des fructanes. Ce sont des 
polymères de fructose de longueur variable qui peuvent être dérivés de simples polymères de 
fructose ou d’éléments de fructose attachés à une molécule de saccharose par liaison             
β-(2→1). Ils existent à l’état naturel dans un certain nombre de plantes dont l’oignon, la 
chicorée, l’artichaut, l’ail, le topinambour et l’endive [Grizard and Barthomeuf, 1999 ; Bornet, 2001]. 
 
Les deux FOS étudiés pour ces travaux sont des fructanes de petite taille : 
• les FOS Actilight (950P) sont produits par transfructosylation catalysée par l’enzyme 
fructosyltransferase (EC 2.4.1.9.) d’Aspergillus niger à partir de saccharose et 
commercialisés par Béghin Meiji Industries (France) [Bornet et al., 2002], 
• les FOS Raftilose (P95) sont issus de l’hydrolyse enzymatique partielle de l’inuline par 
l’endoinulinase (EC 3.2.1.7.) et commercialisés par Orafti (Belgique) [Roberfroid et al., 
1998]. 
 
Les structures des deux FOS sont décrites dans la Figure 13 et les voies de synthèse dans les 
Figures 14 et 15. 
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Figure 13. Structures des FOS Actilight et FOS Raftilose. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 14. Réaction de synthèse des FOS Actilight. 
 
 
 
 
 
 
Figure 15. Réaction de synthèse des FOS Raftilose. 
 
     fructosyltransférase 
 n (Fru –Glc)            (Fru)n-1 – Fru – Glc +  (n-1) Glc 
             β2-α1                                β2-1       β2-α1 
            saccharose                    FOS Actilight® 
Glc = résidu glucosyle ou glucose        /    Fru = résidu fructosyle 
β2-α1 = liaison de type β-(2↔1)-α   /    β2-1 = liaison de type β-(2→1) 
             endoinulinase 
 (Fru)n – Fru – Glc        (Fru)m – Fru – Fru     +     (Fru)p – Fru – Glc 
                              β2-1        β2-α1                         β2-1       β2-1               β2-1       β2-α1 
     inuline               FOS Raftilose® 
Glc = résidu glucosyle                          /    Fru = résidu fructosyle 
β2-α1 = liaison de type β-(2↔1)-α   /    β2-1 = liaison de type β-(2→1) 
n >> m > p 
O
OH
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
O
O
OH
OH
OH
O
O
α 1- β 2
β 2 -1
β 2 -1
OH
O
OH
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
O
O
OH
OH
OH
O
O
α 1- β 2
OH
β 2 -1
β 2 -1
OH
OH
OH
O
OH
OH
OH
O
O
OH
OH
OH
O
O
OH
β 2 -1
β 2 -1
OH
OH
OH
O
O
β 2 -1
OH
+
DP4
FOS Raftilose®
[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2↔1)- α-D-Glcp 
[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2→1)- β-D-Fruf +
[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2↔1)- α-D-Glcp 
FOS Actilight®
DP4
II – Contexte de l’étude 
   56
Les deux FOS sont des mélanges d’oligosaccharides de degrés de polymérisation (DP) 
variables : 
• les FOS Actilight (950P) contiennent des DP allant jusqu’à 6 et dont la proportion de 
glucose, fructose et saccharose est en moyenne de 5 % d’après la fiche du fournisseur, 
• les FOS Raftilose (P95) contiennent des DP allant jusqu’à 7 et dont la proportion de 
glucose, fructose et saccharose est en moyenne de 5 % d’après la fiche du fournisseur. 
Les FOS Raftilose contiennent deux types d’oligosaccharides constitués de résidus fructose 
liés en β-(2→1) avec ou non à une extrémité un résidu glucose lié en α-(1↔2)-β. Les 
oligosaccharides contenant l’extrémité glucose sont identiques à ceux des FOS Actilight et 
sont en faible proportion dans le mélange FOS Raftilose. 
 
¾ Glucooligosaccharides GOS 
 
Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 appartiennent à la famille des glucanes. Ces derniers sont des 
polymères de glucose liés par différents types de liaisons (α ou β ;  1→4, 1→6, 1→2 ou 
1→3). Ils peuvent se trouver à l’état naturel sous forme par exemple d’amidon ou de 
glycogène jouant un rôle de réserve glucidique. 
 
Les GOS sont des glucanes de petite taille. Ils sont synthétisés par une réaction de 
transgucosylation catalysée par des enzymes de la famille des glucane-saccharases (EC 
2.4.1.5.). Ces enzymes assurent le transfert d’unités glucosyle provenant du substrat donneur 
sur le produit accepteur à son extrémité non réductrice. L’oligosaccharide ainsi produit 
devient alors substrat pour donner un oligosaccharide de degré de polymérisation supérieur. 
Les glucane-saccharases acceptent un nombre limité de substrats donneurs (en général du 
saccharose) mais un nombre variable de produits accepteurs (par exemple glucose ou 
maltose). Il existe une grande variété de glucane-saccharases qui présentent différentes 
spécificités et catalysent la formation de différents types de liaisons osidiques (α-(1→2), α-
(1→3), α-(1→4) et α-(1→6)). Les rendements de la réaction dépendent fortement du ratio 
][
][
accepteur
donneur  (avec [x] la teneur en produit x) et de la teneur en sucres totaux dans le milieu. Et 
la vitesse de réaction dépend du type d’accepteur : par exemple, la synthèse avec comme 
accepteur du maltose est plus efficace qu’avec du glucose [Monchois et al., 1999 ; Remaud-Simeon 
et al., 2000]. Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 de notre étude sont décrits dans les Figures 16 et 17. 
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Figure 16. Structures des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Réaction de synthèse des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. 
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Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 utilisés dans notre étude sont produits en présence du donneur 
saccharose sur l’accepteur maltose par la glucane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides 
NRRL B-1299 formant des liaisons α-(1→6) à 65 %, α-(1→2) à 30 % et α-(1→3) à 5 %. Les 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 sont constitués de trois types d’oligosaccharides : 
• les oligosaccharides ne contenant que des liaisons α-(1→6) en plus de la liaison α-(1→4) 
de l’accepteur initial situé à l’extrémité réductrice (série OD), 
• les oligosaccharides similaires à la série précédente mais avec une liaison α-(1→2) 
terminale à l’extrémité non réductrice (série R), 
• les oligosaccharides similaires à la série précédente mais avec la liaison α-(1→2) au 
premier embranchement près de l’extrémité non réductrice (série R’) 
[Dols et al., 1998]. 
 
Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 sont un mélange d’oligosaccharides de DP allant jusqu’à 11 et 
dont la proportion de monosaccharides (glucose et fructose) et de disaccharides (saccharose et 
leucrose) est en moyenne de 15 % d’après la fiche technique du fournisseur. Le leucrose     
(α-D-glucopyranosyl-(1→5)-fructopyranose) est un produit dérivé de la réaction d’accepteur 
sur le fructose. 
 
D’autres glucooligosaccharides ont été synthétisés expérimentalement au laboratoire avec 
différentes enzymes et différents accepteurs : 
• des isomaltooligosaccharides GOS α-1,6 ne contenant que des liaisons α-(1→6), 
• des maltooligosaccharides GOS α-1,4 ne contenant que des α-(1→4), 
• des glucooligosaccharides GOS α-1,6/α-1,4 contenant des α-(1→6) et une α-(1→4), 
• des anhydrofructoglucooligosaccharides AFGOS α-1,6 synthétisés à partir de 
l’anhydrofructose comme accepteur et ne contenant que des liaisons α-(1→6). 
Ces produits seront décrits dans la partie « Résultats et Discussions ». 
 
¾ Effets positifs sur la santé 
 
La reconnaissance des oligosaccharides précédemment cités en tant que prébiotiques est 
validée par de nombreuses études. Différents effets positifs sont ainsi attribués aux 
prébiotiques. Ils sont précisés dans le Tableau 5 et décrits ci-dessous pour les principaux 
oligosaccharides de notre étude (FOS et GOS). 
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Tableau 5. Effets positifs des prébiotiques sur la santé (effets probables ou suspectés). 
EVIDENCES SCIENTIFIQUES FORTES 
EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES 
faible valeur calorique 
 non digestibilité et fermentation colique complète en 
lactate, acides gras à chaîne courte (acétate, propionate et 
butyrate) et gaz (CO2, H2, CH4) 
modulation de la flore intestinale  fermentation sélective par la flore positive endogène au détriment de la flore pathogène 
amélioration de la motilité intestinale 
et soulagement de la constipation 
 augmentation de la pression osmotique 
 production de butyrate fournissant de l’énergie aux 
colonocytes 
 production de gaz 
 accroissement de la biomasse bactérienne 
EVIDENCES SCIENTIFIQUES PROMETTEUSES 
EFFETS DES PREBIOTIQUES MECANISMES DES PREBIOTIQUES 
stimulation de l’absorption 
des minéraux et réduction 
des risques d’ostéoporose 
 acidification du milieu améliorant la solubilisation du 
calcium et du magnésium 
effet hypolipidémique, 
 effet hypoglycémique et 
prévention du diabète 
 production d’acétate et de propionate modulant la 
lipogenèse hépatique 
 production de propionate modulant la gluconéogenèse 
hépatique 
 libération d’hormones intestinales (incrétines) 
diminution des diarrhées 
 fermentation sélective par la flore positive endogène au 
détriment de la flore pathogène 
 production d’acides gras à chaîne courte stimulant 
l’absorption d’eau par le côlon 
diminution du risque 
du cancer du côlon 
 modulation du système immunitaire via la flore endogène 
 production de butyrate régulant la prolifération des 
cellules altérées 
 modulation de la flore positive exhibant une faible 
activité enzymatique carcinogénique 
prévention des infections intestinales 
 fermentation sélective par la flore endogène positive 
 production d’acides gras à chaîne courte induisant un 
environnement acide 
 modulation du système immunitaire via la flore endogène
[adapté de : Bornet et al., 2002 ; Franck, 2002 ; AFSSA, 2003] 
 
L’effet d’un prébiotique sur la santé ne peut pas seulement s’expliquer par un avantage 
fermentaire, mais aussi par des interactions entre les différentes populations bactériennes de 
l’écosystème : le prébiotique exerce ainsi un effet écologique [Roberfroid, 2001]. 
 
Beaucoup d’études ont été réalisées in vivo mais certains résultats sont conflictuels entre les 
essais chez les animaux et chez l’homme, notamment pour l’effet hypolipidémique démontré 
chez les animaux mais difficile à reproduire chez l’homme [Williams and Jackson, 2002]. 
II – Contexte de l’étude 
   60
 
¾ Effets des FOS 
 
Beaucoup d’études, notamment in vitro, ont été effectuées avec les FOS Actilight et les FOS 
Raftilose : 
 
• Des fermentations in vitro sur des souches isolées ont montré que 7 souches sur 8 de 
bifidobactéries (appartenant aux espèces Bf. adolescentis, Bf. breve, Bf. infantis et          
Bf. longum), ainsi que 12 souches sur 16 de lactobacilles (appartenant aux espèces         
Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. plantarum et Lb. casei) sont capables de consommer 
les FOS Actilight alors que des souches pathogènes appartenant aux espèces Escherichia 
coli et Salmonella sp. ne les hydrolysent pas [Kaplan and Hutkins, 2003]. 
• Des cultures in vitro de flore fécale en présence de FOS Raftilose ont permis la 
multiplication de souches de bifidobactéries et la production d’acides gras à chaîne courte 
[Rycroft et al., 2001]. 
 
Différentes études in vivo ont montré les effets positifs de ces FOS : 
 
• Molis et al. en 1996 ont évalué le devenir des FOS Actilight chez 6 volontaires sains qui 
ont consommé 20 g par jour de FOS répartis en 3 ingestions post-prandiales pendant 11 
jours. Des analyses ont été effectuées sur des échantillons iléaux récoltés par intubation et 
sur des fécès. La quasi-totalité des FOS n’a pas été absorbée dans l’intestin grêle et n’a 
pas été retrouvée dans les fécès. Les FOS ont donc été fermentés dans le côlon. 
• D’après une étude de Campbell et al. en 1997, 20 rats ayant consommé en moyenne 1 g 
de FOS Actilight ou de FOS Raftilose (correspondant à 6 % (p/p) du repas) par jour 
pendant 14 jours ont produit une quantité notable d’acides gras à chaîne courte dans le 
cæcum dont notamment du butyrate, avec un pH plus acide des fécès et une augmentation 
du nombre de bifidobactéries cæcales. 
• Tahiri et al. en 2001 ont étudié le devenir de magnésium radiomarqué lors de la 
consommation de FOS Actilight. 11 femmes ménopausées ont consommé 11 g par jour de 
FOS pendant 5 semaines. Leurs niveaux d’absorption du magnésium ont alors augmenté, 
avec des taux plus élevés dans le plasma sanguin et les urines. 
• D’après une étude de Hosono et al. en 2003, des souris ayant consommé des repas 
contenant 2,5 % (p/p) de FOS Actilight pendant 4 à 6 semaines ont eu des taux 
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d’immunoglobulines Ig A fécales plus élevés et des taux d’Ig G1 sanguines plus faibles 
pendant les premières semaines. La supplémentation en FOS améliorerait la réponse 
immunitaire humorale via sécrétion d’Ig A et diminuerait la réponse systémique Th2 via 
inhibition de la sécrétion d’Ig G1. 
• Buddington et al. en 1996 ont évalué les activités de certaines enzymes réductrices 
impliquées dans la cancérogénèse de 12 hommes sains suite à la consommation de 4 g de 
FOS Actilight par jour pendant 25 jours. Les activités fécales de la β-glucuronidase et de 
l’acide glycocholique hydroxylase ont alors diminué de 75 et 90 %, respectivement. 
• Une étude de Delzenne et Kok en 1999 a permis de mettre en évidence l’effet 
hypotriglycéridémique des FOS Raftilose chez des rats qui ont consommé des repas 
contenant 10 % (p/p) de FOS pendant 4 à 5 semaines. Des dosages réalisés 15 heures après 
les repas ont montré une diminution des triglycérides sanguins, corrélée à une réduction 
de l’activité des enzymes lipogéniques dans des prélèvements de tissus hépatiques. 
• Cherbut et al. en 2003 ont testé l’influence de l’ingestion de FOS chez des rats présentant 
des colites. Des solutions contenant du FOS ont été administrées directement dans 
l’estomac via un cathéter pendant 7 à 14 jours afin d’obtenir 1 g de FOS introduit chaque 
jour. L’ingestion de FOS a augmenté la teneur en bactéries lactiques dans le cæcum, ainsi 
que la concentration de lactate et de butyrate. Le score global d’inflammation déterminé 
par l’aspect du côlon des rats tués a nettement diminué.  
 
Ces études ont montré que les enzymes digestives humaines ne reconnaissent pas les liaisons 
β-(2→1) des FOS [Roberfroid, 2002]. Par contre, les bactéries lactiques, notamment les 
bifidobactéries, ont adapté leur équipement enzymatique pour dégrader les FOS avec une 
activité β-fructofuranosidase capable d’hydrolyser les liaisons β-(2→1) [Perrin et al., 2002]. 
 
¾ Effets des GOS 
 
Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 et les GOS α-1,6 présentent des propriétés prébiotiques au niveau 
intestinal, mais peu d’études ont été réalisées. Quelques résultats in vitro existent : 
 
• Des fermentations in vitro sur des souches isolées ont montré que 13 souches sur 16 de 
bifidobactéries (appartenant aux espèces Bf. adolescentis, Bf. breve, Bf. infantis et          
Bf. longum), ainsi que 3 souches sur 6 de lactobacilles (appartenant à l’espèce                
Lb. acidophilus) sont capables de consommer les GOS α-1,6 alors que des souches 
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pathogènes appartenant aux espèces Escherichia coli et Clostridium sp. les hydrolysent 
peu, ou pas du tout [Kohmoto et al., 1988]. 
• D’autres fermentations in vitro ont montré que 5 souches sur 6 de bifidobactéries 
(appartenant aux espèces Bf. pseudocatenulatum, Bf. breve et Bf. longum) sont capables de 
consommer les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 mais seulement 1 souche sur 6 de lactobacilles 
(appartenant à l’espèce Lb. casei) les hydrolyse [Djouzi et al., 1995]. 
• Des cultures in vitro de flore fécale en présence de GOS α-1,6 ont permis la multiplication 
de souches de bifidobactéries et la production d’acides gras à chaîne courte tout en 
générant peu de gaz [Rycroft et al., 2001]. 
 
Différentes études in vivo ont montré que ces GOS sont bien fermentés dans le côlon et qu’ils 
modulent la microflore endogène : 
 
• Valette et al. en 1993 ont évalué la biodisponibilité des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 chez des 
souris axéniques (sans germe) et gnotobiotiques (initialement sans germe puis inoculées 
avec une flore humaine complexe). Lors d’une première série d’expériences, 12 souris 
axéniques ont consommé des aliments contenant de 2 ou 4 % (p/p) de GOS pendant 2 
semaines : 80 % des GOS ont été retrouvés dans les fécès. Lors d’une deuxième série 
d’expériences, 6 souris hétéroxéniques ont consommé des repas à 2 % (p/p) en GOS 
pendant 3 semaines. Les GOS n’ont pas été retrouvés dans les fécès. La concentration des 
acides gras à chaîne courte n’a pas été modifiée mais la proportion de chaque acide a 
évolué. Les GOS semblent avoir été complètement fermentés. 
• Lors d’une étude en 1997 réalisée par Djouzi et Andrieux, 6 rats gnotobiotiques ont 
consommé des aliments contenant 4 % (p/p) de GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 pendant 4 
semaines. Ces derniers n’ont pas augmenté la teneur en bifidobactéries dans les fécès mais 
ont induit l’activité de certaines enzymes cæcales, avec augmentation de la teneur en 
acides gras à chaîne courte et diminution du pH cæcal. Les GOS ont bien été fermentés. 
• Flickinger et al. en 2000 ont étudié le devenir des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 en comparaison 
avec d’autres oligosaccharides chez des chiens cannulés au niveau iléal. Des analyses ont 
été effectuées sur les effluents iléaux collectés à certains intervalles de temps et les fécès. 
L’ingestion des GOS a induit les augmentations les plus importantes concernant la 
production d’acides gras à chaîne courte, la prise de poids fécal et la teneur en 
bifidobactéries dans les fécès. 
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• Une étude a été réalisée chez l’homme par Qing et al. en 2003. 15 sujets sains masculins 
et 15 féminins ont consommé 15 g de GOS α-1,6 par jour pendant 7 jours. Les teneurs en 
bifidobactéries et en lactobacilles dans les fécès ont alors fortement augmenté alors que 
celle de Clostridium sp. a significativement diminué. 
 
Par ailleurs, concernant les GOS α-1,4, Crittenden et Playne en 1996 ont affirmé que ces 
derniers ne peuvent pas être considérés comme des prébiotiques car ils sont entièrement 
hydrolysés par les enzymes digestives (amylase). Ainsi, toutes ces études ont montré que les 
enzymes digestives reconnaissent les liaisons α-(1→4) en totalité et les liaisons α-(1→6) 
partiellement alors que les liaisons α-(1→2), relativement rares dans la nature, ne sont pas 
hydrolysées par ces enzymes. 
 
Outre ces études in vivo de digestion, peu de données existent concernant les effets positifs 
directs de ces GOS sur la santé de l’hôte. Seule une étude de Boucher et al. en 2003 a été 
réalisée sur des souris femelles consommant des aliments riches en lipides supplémentés ou 
non avec 0,15 % (p/p) de GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 par jour pendant 20 semaines. La 
supplémentation en GOS n’a pas changé le poids corporel des souris, ni les paramètres 
sanguins du type taux en glucose, insuline, leptine, triglycérides et acides gras libres. 
Cependant, lors d’un apport additionnel en glucose à 0,1 % (p/p), la supplémentation des 
aliments en GOS a permis de diminuer plus rapidement le taux de glucose sanguin. Les GOS 
peuvent donc réguler le métabolisme du glucose par probablement stimulation d’hormones 
intestinales. Leur consommation serait intéressante pour les personnes diabétiques. 
 
 
¾ Critères de sélection 
 
Afin de satisfaire à la définition des prébiotiques, les molécules doivent pouvoir atteindre 
intactes le côlon où elles pourront alors être fermentées sélectivement dans l’écosystème 
intestinal complexe. Les candidats prébiotiques doivent être sélectionnés selon les différents 
critères décrits dans le Tableau 6. 
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Tableau 6. Proposition de critères de sélection des prébiotiques à application intestinale. 
C
R
IT
E
R
E
S 
D
E
 
SE
C
U
R
IT
E
  produits ou organismes à l’origine de l’ingrédient parfaitement caractérisés 
 procédé d’obtention parfaitement décrit 
 identification et caractérisation des molécules actives 
 identification des microorganismes ciblés pour la fermentation 
 pas de production excessive de gaz 
C
R
IT
E
R
E
S 
FO
N
C
T
IO
N
N
E
L
S  non digestibilité et non assimilation dans la partie supérieure du système gastrointestinal 
 fermentescibilité dans le côlon de façon sélective par un nombre limité de bactéries 
potentiellement favorables 
 capacité à altérer la composition de la microflore colique en faveur d’une flore 
potentiellement plus saine 
 induction éventuelle d’effets systémiques qui peuvent être positifs pour la santé de 
l’hôte 
C
R
IT
E
R
E
S 
T
E
C
H
N
O
L
O
G
IQ
U
E
S 
 pas de modification de l’ingrédient au cours des transformations et du stockage des 
préparations 
[adapté de : Franck, 2002 ; AFSSA, 2003] 
 
Les doses recommandées pour que les prébiotiques soient efficaces, dépendent du profil 
bactérien des sujets et de la nature de ces molécules actives. En effet, certains prébiotiques de 
faible masse molaire sont susceptibles d’induire la production de plus forte quantité de gaz à 
l’origine de douleurs abdominales et pourraient provoquer à forte dose des diarrhées 
osmotiques. Par ailleurs, les prébiotiques sont faiblement tolérés par les personnes à troubles 
intestinaux [Cummings and MacFarlane, 2002 ; Marteau et al., 2001]. En outre, jusqu’à présent, aucun 
élément n’indique un risque particulier allergique lié à l’utilisation de glucides indigestibles 
[AFSSA, 2003]. 
 
¾ Aspect réglementaire 
 
Les prébiotiques sont classés au niveau européen en tant qu’ingrédient alimentaire ou additif 
alimentaire [Franck, 2002]. Tout comme pour les fibres alimentaires, la non-digestibilité des 
prébiotiques est une des caractéristiques principales. La question se pose donc de savoir s’il 
faut classer ou non les prébiotiques en tant que fibres alimentaires. Pour l’instant, seuls les 
FOS Actilight et Raftilose ont obtenu les confirmations réglementaires du statut de fibres 
solubles depuis 2002 [Champ, 2003]. 
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Concernant l’étiquetage, le groupe de travail de l’« ISAPP » (International Scientific 
Association for Probiotics and Prebiotics) préconise de préciser sur l’emballage des produits 
contenant des prébiotiques : 
• le nom exact et l’origine du composé actif, 
• la dose du composé actif basé sur des niveaux documentés ayant un impact sélectif sur 
certaines bactéries endogènes, 
• les effets positifs sur l’hôte 
[Reid et al., 2003]. 
 
Par leurs propriétés technologiques, les prébiotiques offrent de nombreuses applications dans 
les aliments et par leur effet positif sur la santé, ils peuvent obtenir des allégations 
nutritionnelles et fonctionnelles. Basé sur un dossier scientifique solide, les FOS Actilight 
revendiquent des allégations d’effet bifidogène et d’amélioration de la biodisponibilité du 
magnésium. 
 
II - 3.2. Développement des prébiotiques au niveau vaginal 
 
La définition de référence des prébiotiques est toujours actuellement celle de Gibson et 
Roberfroid en 1995. Toutefois, des révisions sont en cours pour la généraliser à divers 
compartiments de l’hôte : Roberfroid en 2001 a précisé que les prébiotiques stimulent la 
croissance de microorganismes endogènes bénéfiques en modulant la composition 
d’écosystèmes naturels divers. Ainsi, l’application au niveau vaginal pourrait être envisagée. 
 
Cependant, aucune étude n’a pour l’instant abordé le sujet. Reid et al. en 1998 a proposé 
l’idée d’ajouter des nutriments stimulant la croissance des lactobacilles vaginaux au détriment 
des pathogènes sans pour autant parler de prébiotiques. Les molécules testées ont été choisies 
selon qu’elles soient présentes dans le milieu vaginal in vivo ou qu’elles ne soient pas 
toxiques pour le vagin. Ces molécules étaient, entre autres, des acides aminés non essentiels, 
des sels, des vitamines, du glycogène et du lait écrémé. Les nutriments qui ont donné les 
meilleurs résultats étaient le lait écrémé et l’acide ascorbique. Par contre, aucun 
oligosaccharide n’a été testé. 
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Un marché s’ouvre donc pour l’application prébiotique au niveau vaginal. Les critères de 
sélection pourraient être les mêmes que pour l’application intestinale en éliminant cependant 
celui concernant la non-digestibilité, et en insistant sur la fermentescibilité par des souches de 
lactobacilles vaginaux et non par les microorganismes pathogènes du milieu vaginal. 
 
Les produits formulés avec les éventuels prébiotiques à application vaginale pourraient être 
présentés en tant que : 
• produit dermo-cosmétique comme l’émulsion lavante intime Lactacyd® de SmithKline 
Beecham (France), contenant de l’acide lactique, 
• dispositif médical comme le gel intravaginal Geliofil® des Laboratoires Effik (France), 
présenté sous forme de poire et contenant de l’acide lactique et du glycogène, 
• médicament sous forme d’ovule ou de gélule. 
 
 
Différentes approches peuvent ainsi rétablir et/ou maintenir l’équilibre de la microflore 
vaginale : l’apport de bactéries exogènes probiotiques ou l’ajout de nutriments 
prébiotiques. Une dernière possibilité consisterait à combiner probiotiques et 
prébiotiques : c’est l’effet synbiotique. 
 
 
II - 4. Effet synbiotique 
 
 
Le synbiotique a d’abord été défini par Gibson et Roberfroid en 1995 puis validé par 
l’AFSSA en 2003. Un composé synbiotique est un produit qui contient à la fois un (des) 
probiotique(s) et un (des) prébiotique(s). L’effet synergique n’est pas requis, mais il est 
possible que le prébiotique soit ajouté afin de favoriser la survie et l’activité des souches 
probiotiques. Si une telle relation est indiquée, elle doit être scientifiquement démontrée. 
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L’écosystème vaginal peut facilement être déséquilibré par différents facteurs, 
favorisant ainsi l’implantation de pathogènes. Afin d’éviter des traitements de moins en 
moins efficaces comme l’antibiothérapie, l’utilisation de probiotiques et/ou de 
prébiotiques semble être une alternative innovante. En effet, l’approche probiotique au 
niveau vaginal commence à bien être documentée alors qu’aucune étude n’a jusqu’à 
présent été réalisée sur l’utilisation de prébiotiques dans cet écosystème. 
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III -  MATERIELS ET METHODES 
 
III - 1. Objectivation des souches de lactobacilles 
 
III - 1.1. Démarche générale 
 
La sélection des souches de lactobacilles vaginaux a été réalisée selon différents critères 
biologiques, probiotiques et technologiques. 
 
Des femmes menstruées entre 18 et 40 ans ont été choisies car leurs prélèvements vaginaux 
présentaient une absence d’infection du type vaginite ou vaginose et la présence de 
lactobacilles identifiés par coloration Gram, ainsi qu’une sérologie négative vis-à-vis 
d’infections virales du type hépatite et VIH. L’absence d’infection et la présence de 
lactobacilles correspondent à un score de Nugent inférieur à 7. 
 
Des souches de lactobacilles fortement productrices de peroxyde d’hydrogène ont été isolées 
de frottis vaginaux sur un milieu « MRS modifié végétal » et ont subi des tests caractérisant 
de bonnes propriétés probiotiques vaginales : adhésion à des cellules épithéliales vaginales, 
inhibition de croissance des principaux pathogènes urogénitaux et présence de l’activité 
enzymatique arginine désaminase. 
 
Les souches présentant les meilleurs résultats ont été caractérisées sur leurs propriétés 
technologiques (résistance à la conservation à -80 °C, croissance dans le milieu « MRS 
modifié végétal » et résistance au métronidazole, le principal antibiotique utilisé pour lutter 
contre la vaginose) et sur une autre propriété probiotique (production d’acide lactique). 
 
Ces souches ont finalement été identifiées au Centre de Typage Moléculaire de l’Institut 
Pasteur de Lille par séquençage de leur ADNr 16S puis comparaison de leur séquence avec 
des bases de données référencées. 
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III - 1.2. Critères probiotiques 
 
¾ Evaluation de la production de peroxyde d’hydrogène 
 
L’évaluation de la production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) est déterminée par un 
changement de coloration des colonies de lactobacilles isolées sur gélose. Ce phénomène est 
dû à une réaction du peroxyde d’hydrogène avec une peroxydase et de la tétraméthylbenzidine 
préalablement ajoutées au milieu. 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 7. Réactifs et matériels pour l’évaluation de la production de peroxyde 
d’hydrogène. 
Réactifs Matériels 
3,3‘,5,5‘-Tétraméthylbenzidine (Sigma) 
Agar technique (AES) 
Ammonium citrate (Sigma) 
Extrait autolytique de levure (Biokar) 
Glucose (Fluka) 
Kit de coloration Gram (BioMérieux) 
Peptone papaïnique de soja (Biokar) 
Peroxydase (987 unités/mg solide, Sigma) 
Phosphate de potassium dibasique (Fluka) 
Sodium acétate (Fluka) 
Sulfate de magnésium heptahydrate (Fluka) 
Sulfate de manganèse (Fluka) 
Tween 80 (Sigma) 
Vitamine B12 (Sigma) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Matériel courant de laboratoire 
 
 
Milieux et solutions : 
 
Gélose « MRS modifié végétal »   g/L :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Peptone papaïnique de soja  20,0 
Extrait autolytique de levure    5,0 
Glucose    20,0 
Tween 80      1,1 
K2HPO4      2,0 
Sodium acétate     5,0 
Ammonium citrate     2,0 
MgSO4, 7H2O      0,20 
MnSO4, H2O      0,05 
Agar     15,0 
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Solution de vitamine B12 à 1 g/L      (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
Solution de peroxydase à 1 g/L      (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
Solution de tétraméthylbenzidine à 10 g/L    (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
 
 
Essai : adapté de Mac Groarty et al. (1992) 
 
Des géloses « MRS modifié végétal » (MRS modifié dans lequel les peptones de viande sont 
remplacées par des peptones de soja) additionnées de vitamine B12 (concentration finale à 
0,005 g/L), de peroxydase (concentration finale à 0,01 g/L) et de tetraméthylbenzidine 
(concentration finale à 0,25 g/L) sont préparées dans un premier temps. Les solutions de 
vitamine, peroxydase et tetraméthylbenzidine sont rajoutées à la gélose préalablement 
autoclavée et maintenue en surfusion à 45 °C. 
 
Les souches de lactobacilles présumés, issues des frottis vaginaux, sont isolées sur cette 
gélose et leurs caractéristiques vérifiées par coloration Gram. Après 48 h d’incubation à 37 °C 
sous des conditions d’anaérobiose, les boîtes de Pétri sont laissées ouvertes pendant 1 h sous 
la hotte. Après cette exposition à l’oxygène, les colonies produisant du peroxyde d’hydrogène 
se colorent en bleu. En effet, la peroxydase du milieu réagit avec le peroxyde d’hydrogène 
produit par les lactobacilles pour libérer de l’oxygène et des protons qui vont réduire la 
tétraméthylbenzidine en formant ainsi un produit coloré. La production de peroxyde 
d’hydrogène est évaluée selon l’intensité de la coloration : une échelle arbitraire a été définie 
de 0 (sans coloration) à 5 (forte coloration). 
 
Les essais ont été réalisés deux fois. 
 
 
¾ Adhésion aux cellules épithéliales vaginales 
 
Après avoir radiomarqué les cellules des lactobacilles présumés, ces dernières sont mises en 
contact avec une lignée vaginale HMV II mature pendant 2 h. Après un lavage permettant 
l’élimination des bactéries libres, la radioactivité de celles ayant adhéré est mesurée et 
comparée à la radioactivité totale de la suspension bactérienne avant adhésion. 
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Préparation : 
 
Cellules : Lignée vaginale d’origine humaine HMV II (Eccac) 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 8. Réactifs et matériels pour l’adhésion sur une lignée de cellules vaginales. 
Réactifs Matériels 
Acides aminés non essentiels (Biowhittaker) 
Adénine tritiée [3H] (Amersham Pharmacia) 
Agar technique (AES) 
Antibiotiques (penicilline et streptomycine) (Biowhittaker) 
Bleu trypan (Sigma) 
Bouillon MRS (AES) 
Diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma) 
Glycérol (Fluka) 
L-Glutamine (Biowhittaker) 
Liquide de scintillation (Beckman) 
Hydroxyde de sodium (Prolabo) 
Phosphate buffered saline (PBS) (Biowhittaker) 
RPMI 1640 (Biowhittaker) 
Sérum de veau fœtal (SVF) décomplémenté (Biowhittaker) 
Sodium Dodécyl Sulphate (SDS) (Sigma) 
Trypsine + Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
(Biowhittaker) 
Cellule de Malassez 
Centrifugeuse (Jouan) 
Compteur β (Beckman) 
Microscope (Ziess) 
Plaques d’adhésion à 24 puits (Falcon) 
Genbox CO2 sachet anaérogène (BioMérieux) 
Genbag sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Polar Star) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions : 
 
Bouillon MRS à 55,3 g/L          (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15 g/L   (à autoclaver 15min / 121 °C) 
Solution d’adénine tritiée à 5 mCi / 5 mL 
Solution de bleu trypan diluée au 1/4 
Solution de DMSO à 20 % (v/v) 
Solution de glycérol à 100 %         (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Solution de SDS à 10 g/L additionnée de NaOH à 0,5 M 
Tampon PBS à 0,15 M pH 7,4 
 
Essai : 
 
La lignée de cellules vaginales est conservée à -180 °C dans un mélange contenant du SVF 
décomplémenté (concentration finale à 90 % (v/v)) et du DMSO (concentration finale à 10 % 
(v/v)) à raison d’une concentration cellulaire comprise entre 5.106 et 1.107 cellules par mL. Les 
cellules sont mises à incuber à 37 °C, sous atmosphère humide à 5 % de CO2, dans le milieu 
RPMI supplémenté avec les solutions d’acides aminés non essentiels (concentration finale à 1 
% (p/v)), de glutamine (concentration finale à 1 % (p/v)), d’antibiotiques (concentration finale à 
1 % (p/v)) et de SVF décomplémenté (concentration finale à 10 % (v/v)). Après 48 h de culture, 
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les cellules deviennent confluentes et forment un tapis monocellulaire. Le milieu de culture 
est alors éliminé et les cellules sont recouvertes avec 5 mL de trypsine-EDTA afin de les 
décoller du flacon. La culture est mise à incuber 5 min à l’étuve à 37 °C jusqu’à ce que le 
tapis commence à se détacher du flacon, puis les cellules sont mises en suspension avec 10 
mL de milieu de culture frais RPMI supplémenté en SVF (concentration finale à 10 % (v/v)) et 
centrifugées (350 g, 5 min, 20 °C). Le culot est récupéré et mis en suspension avec 1 mL de 
milieu RPMI supplémenté en SVF décomplémenté (concentration finale à 10 % (v/v)). Après 
un test de viabilité cellulaire au bleu de trypan (numération sur cellule de Malassez de 10 µL 
de la suspension cellulaire mélangée à 90 µL de bleu trypan) : 
• une partie de la suspension cellulaire est ajustée à 1.105 cellules par mL dans 20 mL de 
milieu RPMI supplémenté en SVF décomplémenté (concentration finale à 10 % (v/v)) pour 
le repiquage cellulaire en flacons (14 passages maximum), 
• l’autre partie est ajustée à 2.105 cellules par mL dans un volume suffisant de milieu RPMI 
supplémenté en SVF décomplémenté pour déposer 500 µL dans chacun des puits des 
plaques du test d’adhésion. 
Les flacons de culture cellulaire, ainsi que les plaques de test d’adhésion, sont incubés à       
37 °C, sous atmosphère humide à 5 % de CO2, et le milieu de culture est changé tous les 2-3 
jours. Pour le test d’adhésion, des cellules HMV II à 5-6 jours de culture sont utilisées. 
 
Avant de mettre en œuvre le test d’adhésion, les bactéries sont radiomarquées puis congelées 
afin de réaliser toutes les mesures d’adhésion avec les mêmes suspensions bactériennes. A 
partir d’un cryotube, la souche à tester est étalée sur de la gélose MRS et incubée à 37 °C en 
anaérobiose pendant 48 h. Une suspension à 55-58 % de transmittance de cette souche est 
alors réalisée dans 5 mL d’eau distillée stérile (mesurée à 640 nm contre un blanc constitué 
d’eau). 1 mL de cette suspension est ensuite ajouté à 10 mL de bouillon MRS additionné de 
30 µL d’adénine tritiée (concentration finale approximative de 107 bactéries par mL). Cette 
culture est incubée à 37 °C en anaérobiose pendant 48 h afin de permettre l’incorporation de 
l’adénine tritiée par les bactéries. Ces dernières sont alors lavées 3 fois (centrifugation 2500 g, 
10 min, 5 °C) dans 10 mL de tampon PBS 0,15 M, puis resuspendues dans du milieu RPMI à 
raison d'une concentration de 108 bactéries par mL (55-58 % de transmittance à 640 nm 
contre un blanc constitué de RPMI). Des aliquots de 5 mL de cette suspension sont alors 
répartis dans différents tubes, supplémentés par 500 µL de glycérol pur stérile et ensuite 
congelés à -80 °C. Une viabilité est réalisée avant la congélation par numération sur gélose 
MRS. 
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Avant de réaliser les essais d’adhésion, les bactéries marquées sont décongelées, puis lavées 1 
fois avec du tampon PBS (centrifugation 2500 g, 10 min, 5 °C) pour éliminer le glycérol. Le 
culot est resuspendu dans du milieu RPMI et ajusté à exactement 5 mL. Une numération sur 
gélose MRS est effectuée afin de contrôler la viabilité bactérienne. Les bactéries sont ensuite 
mises en contact avec les cellules vaginales HMV II : 500 µL de la suspension titrant 108 
bactéries par mL sont placés dans les puits contenant les cellules HMV II (préalablement 
débarrassés de leur milieu de culture). Un puit est réservé à chaque temps défini de contact 
entre les souches et les cellules. Les bactéries marquées et les cellules HMV II sont laissées 
en contact pendant 0 ou 2 h à 37 °C sous des conditions d’anaérobiose additionnée de 5 % de 
CO2. A chaque temps, le surnageant est éliminé et les cellules sont lavées 2 fois avec 500 µL 
de tampon PBS 0,15 M. Afin de décoller le tapis cellulaire, 500 µL du mélange SDS et NaOH 
sont ajoutés dans les puits préalablement débarrassés du tampon et les plaques sont mises à 
incuber 18 h à 37 °C. 
 
La mesure de la radioactivité se fait au compteur β. Dans des tubes spécifiques au compteur, 
le contenu d’un puit du test d’adhésion est mélangé à 2 mL de liquide à scintillation. La 
mesure de la radioactivité fournit une valeur de coups par min (cpm) pour l’essai (CPMessai). 
La radioactivité de 500 µL de la suspension bactérienne marquée avant l’adhésion aux 
cellules est aussi mesurée (CPMtotaux). Les résultats, exprimés en taux d’adhésion, sont 
calculés comme suit : 100*
totaux
essai
CPM
CPM
. Une souche est définie comme adhérente lorsque le 
pourcentage d’adhésion est supérieur à 40 % après 2 h de contact avec la lignée vaginale. Un 
témoin négatif est aussi testé afin de valider les essais : BL 2014 Lactobacillus rhamnosus qui 
n’adhère qu’à 5,5 %. 
 
Les essais ont été réalisés au minimum quatre fois. 
 
¾ Test d’inhibition de la croissance de microorganismes pathogènes 
 
Des spots de suspensions des lactobacilles présumés sont déposés sur de la gélose. Des 
suspensions des microorganismes pathogènes sont inoculées dans de la semi-gélose qui est 
coulée sur les spots précédents. Après incubation, des halos d’inhibition de croissance se sont 
formés autour des spots pour les pathogènes sensibles à des composés sécrétés par les 
lactobacilles. 
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Préparation : 
 
 
Microorganismes pathogènes : 
Tableau 9. Principaux pathogènes urogénitaux testés et conditions de culture. 
TYPE SOUCHE CONDITIONS DE CROISSANCE 
Corynebacterium seminale isolement clinique Schaedler / anaérobiose avec 5 % de CO2 / 37°C Gram 
positif Peptostreptococcus anaerobius CIP 10102T Schaedler / anaérobiose / 37°C 
Gram 
variable Gardnerella vaginalis 
CIP 7074T Schaedler / anaérobiose / 37°C 
Escherichia coli CIP 548T Trypcase-Soja / aérobiose / 37°C 
Neisseria gonorrhoeae isolement clinique Schaedler / anaérobiose avec 5 % de CO2 / 37°C 
Gram 
négatif 
Prevotella intermedia CIP 103607T Schaedler / anaérobiose / 37°C 
Levure Candida albicans ATCC 2091 Sabouraud / aérobiose / 30°C 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 10. Réactifs et matériels pour le test d’inhibition de la croissance de pathogènes. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Bouillon MRS (AES) 
Bouillon Schaedler (BioMérieux) 
Bouillon Trypcase-Soja (BioMérieux) 
Chlorure de sodium (Sigma) 
Sang de mouton (BioMérieux) 
Genbox CO2 sachet anaérogène (BioMérieux) 
Genbag sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Polar Star) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions :   (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15,0 g/L 
Semi-gélose Schaedler : bouillon Schaedler à 28,4 g/L additionné d’agar à 7,5 g/L, puis ajout 
de sang de mouton à 5 % (v/v) après autoclavage 
Semi-gélose Trypcase-Soja (TS) : bouillon TS à 40,0 g/L additionné d’agar à 7,5 g/L 
Semi-gélose Sabouraud : bouillon Sabouraud à 30,0 g/L additionné d’agar à 7,5 g/L 
Eau physiologique : NaCl à 8,5 g/L 
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Essai : adapté de Schillinger et Lucke (1989) 
 
A partir d’un cryotube, la souche lactique est repiquée sur gélose MRS et incubée à 37 °C en 
anaérobiose pendant 48 h. A partir de cette gélose, une suspension bactérienne est préparée 
dans de l'eau physiologique stérile en la titrant à 108 cellules par mL (correspondant à 55-58 
% de transmittance à 640 nm contre un blanc constitué d’eau). En parallèle, des géloses MRS 
sont coulées en boîtes de Pétri. Après séchage, 8 µL de la suspension précédente sont déposés 
à l'aide d'une micropipette afin d'obtenir un spot au centre des boîtes. Ces dernières sont mises 
à sécher sous la hotte, puis incubées 48 h en anaérobiose à 37 °C. 
 
En fonction des germes pathogènes à tester, les milieux semi-gélosés leur correspondant sont 
préparés : Sabouraud pour les levures, Schaedler additionné de 5 % (v/v) de sang de mouton 
pour les bactéries anaérobie et exigeantes, et Trypcase Soja pour les bactéries aérobie. Ces 
milieux sont maintenus en surfusion à 45 °C pour la suite. 
 
Des suspensions des micro-organismes pathogènes, titrées à 108 bactéries par mL et 107 
levures par mL, sont préparées dans de l’eau distillée stérile. Elles sont ensuite mélangées à 
leurs géloses correspondantes : 50 µL de suspension pathogène avec 5 mL de milieu semi-
gélosé. L‘ensemble est alors homogénéisé. 5 mL de ce mélange sont déposés délicatement sur 
les boîtes de Pétri où le spot de bactéries lactiques a déjà poussé. La gélose est mise à sécher 
sous la hotte, puis incubée 24-48 h en atmosphère convenant aux germes pathogènes. 
L'incubation terminée, les diamètres d'inhibition de croissance des pathogènes autour du spot 
de bactéries lactiques sont mesurés et exprimés en mm. 
 
Les essais ont été réalisés trois fois. 
 
 
¾ Détection de l’activité arginine désaminase 
 
Des suspensions des lactobacilles présumés sont mises en contact avec un comprimé réactif 
contenant de l’arginine, un complexe enzymatique et un indicateur coloré. Les souches 
possédant l’enzyme arginine désaminase (ADI) dégradent l’arginine, entraînant ainsi une 
suite de réactions qui alcalinise le milieu et fait virer la coloration de l’indicateur. 
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Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 11. Réactifs et matériels pour la détection de l’activité arginine désaminase. 
Réactifs Matériels 
Huile de paraffine 
Kit ADH Diatabs® (Rosco) 
Chlorure de sodium (Sigma) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Tube Mac Farland 4 (BioMérieux) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Eau physiologique : NaCl à 8,5 g/L 
Solution d’huile de paraffine à 100 % 
 
 
Essai : 
 
A partir d’un cryotube, la souche lactique est repiquée sur gélose MRS et incubée à 37 °C en 
anaérobiose pendant 48 h. Une suspension de cette bactérie est ensuite préparée dans de l'eau 
physiologique stérile en la titrant à 1010 cellules par mL (correspondant au tube Mac Farland 
4). Un disque réactif du kit est ajouté à 0,25 mL de la suspension, puis recouvert par 2 gouttes 
d’huile de paraffine. La solution est incubée 24 h à 37 °C. 
 
Le principe du dosage repose sur deux réactions successives. L’arginine présente dans le 
disque réactif est transformée en citrulline par l’arginine désaminase, puis en ornithine, CO2 
et NH3 par un autre système enzymatique. Le milieu est alors alcalinisé et, via un indicateur 
coloré, il passe du jaune (réaction négative) au rouge (réaction positive). Après 24 h 
d’incubation, le changement de coloration est contrôlé par comparaison avec le témoin positif 
Pseudomonas aeruginosa CIP A22. Les résultats sont exprimés en réaction positive ou 
négative. 
 
Les essais ont été réalisés deux fois. 
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¾ Production d’acide lactique 
 
L’acide lactique produit par les lactobacilles par fermentation est dosé à partir de surnageant 
de culture grâce à un kit contenant les enzymes capables de transformer spécifiquement les 
formes D ou L du lactate : la quantité de NADH libéré est proportionnelle à celle du lactate et 
est évaluée par spectrophotométrie. 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 12. Réactifs et matériels pour le test de production d’acide lactique. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Bouillon MRS (AES) 
Kit de dosage du Lactate EnzytecTM D/L-Lactic Acid 
(Diffchamb) 
L-Lactate (Sigma) 
D-Lactate (Sigma) 
Microscope (Motic) 
pH-mètre (Denver Instrument) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Table agitante (IKA Labortechnik) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions : 
 
Bouillon MRS à 55,3 g/L      (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15 g/L  (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Solution de D-Lactate à 0,15 g/L 
Solution de L-Lactate à 0,15 g/L 
 
Essai : 
 
A partir d’une pré-culture de la souche lactique, 250 mL de bouillon MRS (placés dans des 
erlenmeyers de 500 mL) sont inoculés à 2 % (v/v), puis incubés à 37 °C sous des conditions 
d’aérobiose modérée à 60 rpm d’agitation. 
 
Des suivis de pH et de turbidité (à 640 nm à partir de l’échantillon dilué au 1/10 contre un 
blanc constitué de MRS dilué au 1/10) sont effectués régulièrement afin de s’assurer de la 
bonne croissance de la souche. Des prélèvements sont réalisés en début et fin de culture afin 
de contrôler la pureté (par des états frais au microscope ou par des étalements sur gélose 
MRS) et de réaliser les dosages de lactate. 
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Le principe du dosage du lactate est décrit dans la Figure 18. L’élimination du pyruvate du 
milieu grâce à la réaction 2 permet d’orienter la réaction 1 dans le sens du pyruvate jusqu’à 
transformation complète du lactate. La quantité de NADH produit est proportionnelle à la 
quantité de D- ou L-lactate et est évaluée par mesure de l’absorbance à 340 nm. 
 
 
 
 
 
LDH : Lactate DésHydrogénase     GTP : Glutamate Pyruvate Transaminase 
Figure 18. Principe réactionnel du dosage du lactate. 
 
Les échantillons à doser sont centrifugés à 2500 g pendant 10 min afin de récupérer les 
surnageants. Ces derniers sont dilués de telle sorte que leur concentration finale estimée en 
lactate soit comprise entre 0,02 et 0,15 g/L. D’une manière générale, les prélèvements réalisés 
en début de culture sont dilués au 1/20, et ceux en fin de culture au 1/50. Quatre dosages sont 
effectués en parallèle : le blanc correspondant aux réactifs, les étalons D- et L-Lactate et 
l’essai proprement dit. La préparation des différents échantillons et les mesures des 
absorbances A1, A2 et A3 sont décrites dans le Tableau 13. 
 
Tableau 13. Préparation des différents échantillons pour le dosage du lactate. 
Solutions à ajouter Blanc réactifs 
Standard 
D-Lactate 
Standard 
L-Lactate Essai 
Tampon glycine (µL) 500 500 500 500 
NAD+ (µL) 100 100 100 100 
GTP (µL) 10 10 10 10 
Etalon D-Lactate (µL) - 50 - - 
Etalon L-Lactate (µL) - - 50 - 
Echantillon dilué (µL) - - - 50 
Eau déminéralisée (µL) 500 450 450 450 
 Mélanger. Après 5 min, mesurer A1. 
D-LDH (µL) 10 10 10 10 
 Mélanger. Après 30 min, mesurer A2. 
L-LDH (µL) 10 10 10 10 
 Mélanger. Après 30 min, mesurer A3. Répéter la mesure 2 min après afin de vérifier que A3 soit stable 
 
D-Lactate + NAD+ D-LDH  Pyruvate + NADH + H
+ 
(1) 
L-Lactate + NAD+ L-LDH  Pyruvate + NADH + H
+ 
    
(2) Pyruvate + L-Glutamate GTP  L-Alanine + 2-Oxoglutarate 
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La concentration en lactate est exprimée en g/L et est déterminée grâce au calcul décrit dans 
la Figure 19. 
 
Les essais ont été réalisés une fois pour chaque culture. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 19. Calculs de la concentration en lactate par dosage avec le kit enzymatique. 
 
 
III - 1.3. Critères technologiques 
 
 
¾ Conservation à -80 °C 
 
Des viabilités sont réalisées avant et après congélation de suspensions des lactobacilles dans 
du bouillon MRS additionné de glycérol afin de vérifier la conservation de la population à 
long terme. 
 
 
 
V  x  MM  x  ΔA  x  F [lactate]  = ε  x  d  x  v  x  1000    g/L d’échantillon 
avec [lactate] : concentration en lactate (g/L) 
V : volume du test (mL) 
v : volume de l’échantillon (mL) 
MM : masse molaire du lactate (g/mole) 
d : épaisseur de la microcuve (cm) 
ε : coefficient d’absorption du NADH à 340 nm, soit 6,3 L/mmole/cm 
F : facteur de dilution de l’échantillon 
ΔA = (A2 – A1)échantillon ou standard – (A2 – A1)blanc dans le cas du D-Lactate, ou 
          (A3 – A2)échantillon ou standard – (A3 – A2)blanc dans le cas du L-Lactate 
 
Cas du D-Lactate 
1,12  x  90,1  x  ΔA  x  F [D-Lactate]  = 6,3  x  1  x  0,05  x  1000  = 0,3204 x ΔA x F 
 
Cas du L-Lactate 
1,13  x  90,1  x  ΔA  x  F [L-Lactate]  = 
6,3  x  1  x  0,05  x  1000  = 0,3232 x ΔA x F 
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Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 14. Réactifs et matériels pour le test de résistance à la conservation à -80 °C. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Bouillon MRS (AES) 
Glycérol (Fluka) 
Phosphate de potassium dibasique (Fluka) 
Dihydrogenophosphate de potassium (Fluka) 
Chlorure de sodium (Sigma) 
Tryptone (Biokar) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Bouillon MRS à 55,3 g/L 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15,0 g/L 
Solution peptonée tamponnée   g/L : 
Tryptone     1,0 
NaCl      8,5 
KH2PO4     2,5 
K2HPO4     2,5 
 
Essai : 
 
A partir de la souche repiquée sur gélose MRS, des suspensions sont préparées dans du 
bouillon MRS additionné de glycérol (concentration finale à 10 % (v/v)) de telle sorte que la 
transmittance soit ajustée à 15-20 % à 640 nm contre un blanc constitué de MRS. 1 mL est 
alors prélevé afin de réaliser une viabilité (J0). Le reste est aliquoté dans des cryotubes à 
raison de 1 mL par tube qui sont placés à -80 °C. Après 40 et 90 jours (J40 et J90) de 
stockage, les cryotubes sont décongelés afin de réaliser des viabilités. 
 
Les viabilités consistent à déterminer la population de bactéries viables de l’échantillon en 
unité formant colonie par mL (UFC/mL). 0,5 mL de l’échantillon sont mélangés à 4,5 mL de 
la solution peptonée tamponnée (équivalent à une dilution 10-1). Des dilutions successives au 
1/10 sont ensuite réalisées (0,5 mL de la dilution précédente ajoutée à 4,5 mL de la solution 
peptonée tamponnée) jusqu’à ce que la population estimée diluée soit comprise entre 30 et 
300 UFC/mL. 1 mL des dilutions souhaitées est déposé dans des boîtes de Pétri, puis 
recouvert par de la gélose MRS. Les boîtes sont alors incubées à 37 °C sous condition 
d’anaérobiose pendant 48 à 72 h. Seules les boîtes contenant entre 30 et 300 colonies sont 
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ensuite retenues afin de compter les UFC. En tenant compte de la dilution de la boîte, la 
population est ramenée en UFC/mL de l’échantillon de départ. Les résultats sont exprimés par 
comparaison des viabilités à J40 et à J90 par rapport à J0. 
 
Les essais ont été réalisés une fois. 
 
¾ Croissance dans un milieu végétal 
 
Des croissances des lactobacilles sont suivies dans du bouillon « MRS modifié végétal » dans 
lequel les peptones de viande sont remplacées par des peptones de soja, puis comparées à 
celles réalisées dans du bouillon MRS. 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 15. Réactifs et matériels pour les croissances dans le milieu MRS modifié végétal. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Ammonium citrate (Sigma) 
Bouillon MRS (AES) 
Extrait autolytique de levure (Biokar) 
Glucose (Fluka) 
Peptone papaïnique de soja (Biokar) 
Phosphate de potassium dibasique (Fluka) 
Sodium acétate (Fluka) 
Sulfate de magnésium heptahydrate (Fluka) 
Sulfate de manganèse (Fluka) 
Tween 80 (Sigma) 
Microscope (Motic) 
pH-mètre (Denver Instrument) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Table agitante (IKA Labortechnik) 
Matériel courant de laboratoire 
 
 
Milieux et solutions :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Bouillon MRS modifié végétal (pH 6,5)   g/L : 
Peptone papaïnique de soja  20,0 
Extrait autolytique de levure    5,0 
Glucose    20,0 
Tween 80      1,1 
K2HPO4      2,0 
Sodium acétate     5,0 
Ammonium citrate     2,0 
MgSO4, 7H2O     0,20 
MnSO4, H2O      0,05 
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Bouillon MRS à 55,3 g/L 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15 g/L 
 
Essai : 
 
A partir d’une pré-culture de la souche lactique réalisée dans du bouillon MRS, 250 mL de 
bouillon MRS et 250 mL de bouillon MRS modifié végétal (placés dans des Erlenmeyers de 
500 mL) sont inoculés à 2 % (v/v), puis incubés à 37 °C sous des conditions d’aérobiose 
modérée à 60 rpm d’agitation. Des suivis de pH et de turbidité (à 640 nm à partir de 
l’échantillon dilué au 1/10 contre un blanc constitué du bouillon dilué au 1/10) sont effectués 
régulièrement afin de s’assurer de la bonne croissance de la souche. Des prélèvements sont 
réalisés en début et fin de cultures afin de contrôler la pureté (par des états frais au microscope 
ou par des étalements sur gélose MRS). Les résultats sont représentés en courbes d’évolution 
de la turbidité et du pH en fonction de la durée de culture. Les croissances sur MRS modifié 
végétal sont comparées à celles sur MRS. 
 
Les essais ont été réalisés une fois. 
 
 
¾ Résistance au métronidazole 
 
Des spots de suspensions des lactobacilles sont déposés sur différentes géloses contenant des 
concentrations variables en métronidazole. La sensibilité des lactobacilles est alors évaluée en 
fonction de la concentration en antibiotique inhibant complètement la croissance des souches. 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 16. Réactifs et matériels pour le test de résistance au métronidazole. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Bouillon Brucella (AES) 
Métronidazole (Sigma) 
Chlorure de sodium (Sigma) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Matériel courant de laboratoire 
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Milieux et solutions : 
 
Gélose Brucella : bouillon Brucella à 41,0 g/L additionné d’agar à 13,0 g/L, puis ajout de 
sang de mouton à 5 % (v/v) après autoclavage    (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Solution de métronidazole à 2560 µg/mL (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
Eau physiologique : NaCl à 8,5 g/L    (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Essai : adapté de Soussy (2004) 
 
A partir de cryotubes, les souches lactiques sont repiquées sur gélose MRS et incubées à      
37 °C en anaérobiose pendant 48 h. Des suspensions de ces bactéries sont ensuite préparées 
dans de l'eau physiologique stérile en les titrant à 108 cellules par mL (correspondant à 55-58 
% de transmittance à 640 nm contre un blanc constitué d’eau). 
 
En parallèle, à partir de la solution concentrée en métronidazole, une gamme de solutions de 
2560 µg/mL à 1,25 µg/mL est préparée en réalisant des dilutions successives au ½. Ces 
différentes solutions sont rajoutées à de la gélose MRS stérile en surfusion à 45 °C afin 
d’obtenir en concentration finale de 256 µg/mL à 0,125 µg/mL de métronidazole. Ces géloses 
sont alors coulées et mises à sécher sous la hotte. 
 
Des spots calibrés à 1 µL des suspensions de lactobacilles sont déposés sur les géloses MRS 
contenant différentes concentrations en métronidazole. Ces dernières sont mises à sécher sous 
la hotte, puis incubées 48 h en anaérobiose à 37 °C. Après incubation, les croissances des 
lactobacilles sont évaluées et la concentration minimale inhibitrice (CMI) correspondant à la 
plus faible concentration d’antibiotique capable de provoquer une inhibition complète de la 
croissance de la souche est alors déterminée. 
 
Deux témoins pour lesquels les valeurs des CMI sont connues, sont traités en parallèle des 
essais : Bacteroides fragilis CIP 7716 et Eubacterium lentum CIP 104211. 
 
Les essais ont été réalisés une fois. 
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III - 2. Evaluation in vitro de la consommation des glucides par les 
souches 
 
Afin d’évaluer la consommation des glucides, des croissances sont réalisées dans des 
bouillons standards reconstitués dont le glucose est remplacé par le glucide à tester. 
 
III - 2.1. Présentation des souches et des glucides 
 
Les souches, de différentes origines, sont décrites dans le Tableau 17. Pour des raisons de 
confidentialité, les références des fournisseurs industriels des bactéries lactiques ne sont pas 
indiquées. Les structures et les compositions des glucides compilés dans le Tableau 18, 
seront décrites ultérieurement dans la partie « Résultats et Discussions ». Ces glucides sont 
soit des réactifs commercialisés, soit des produits synthétisés par GENIBIO en collaboration 
avec l’INSA pour notamment le projet européen « NEPSA » (New Products from Starch 
Derived 1,5-Anhydro-D-Fructose). 
 
Tableau 17. Souches utilisées pour les fermentations. 
TYPE ORIGINE SOUCHES 
GENIBIO en collaboration 
avec le laboratoire CEDIBIO 
     BLL 9901 Lactobacillus sp. 
     BLL 2004 Lb. crispatus 
     BLL 2005 Lb. crispatus 
     BLL 2008 Lb. crispatus 
     BLL 2013 Lb. crispatus 
     BLL 2108 Lb. jensenii 
BACTERIES 
LACTIQUES 
VAGINALES 
collections internationales      BLL 2408 Lb. gasseri CIP 102991 
BACTERIES 
LACTIQUES 
INDUSTRIELLES 
fournisseurs industriels 
de ferments  
     BL 2027 Lb. acidophilus NCFM 
     BL 2306 Lb. acidophilus La5 
     BL 2202 Lb. paracasei 
     BL 2203 Lb. plantarum 
     BL 2206 Lb. rhamnosus 
     BL 2201 Lb. salivarius 
     BL 2302 Bifidobacterium longum 
PATHOGENES 
UROGENITAUX collections internationales 
     Candida albicans ATCC 2091 
     Escherichia coli CIP 548T 
     Gardnerella vaginalis CIP 7074T 
 
 
 
III – Matériels et Méthodes 
   88
Tableau 18. Glucides testés pour les fermentations. 
TYPE DE GLUCIDES NOM 
MONOSACCHARIDES glucose (Fluka 49138) anhydrofructose (NEPSA AF20020308) 
DISACCHARIDES maltose (Sigma M5885) isomaltose (Sigma I7253) 
TRISACCHARIDES 
maltotriose (Fluka 68430) 
isomaltotriose (Sigma I0381) 
panose (Sigma P2407) 
OLIGOSACCHARIDES 
fructooligosaccharides FOS Actilight (Beghin Meiji 950P) 
oligofructoses FOS Raftilose (Orafti P95) 
glucooligosaccharides GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 (Solabia Bioecolia) 
glucooligosaccharides GOS α-1,6/α-1,4 (GENIBIO JR22-38) 
maltooligosaccharides GOS α-1,4 (INSA CA-F2) 
isomaltooligosaccharides GOS α-1,6 (INSA FO-OD040206B) 
anhydrofructoglucooligosaccharides AFGOS α-1,6 (INSA GR-ES48I1F8-11)
 
III - 2.2. Les différentes fermentations 
 
¾ Milieux de culture 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 19. Réactifs et matériels pour préparer les milieux de fermentation. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Ammonium citrate (Sigma) 
Bouillon MRS (AES) 
Bouillon Sabouraud (Biokar) 
Bouillon Schaedler (BioMérieux) 
Bouillon Trypcase-Soja (AES) 
Chlorure de sodium (Sigma) 
Extrait autolytique de levure (Biokar) 
Extrait de viande bactériologique (Biokar) 
Glucide à tester 
Hémine (Sigma) 
L-cystine (Sigma) 
Peptone pancréatique de caséine (Biokar) 
Peptone papaïnique de soja (Biokar) 
Phosphate de potassium dibasique (Fluka) 
Polypeptone (AES) 
Sang de mouton défibriné (BioMérieux) 
Sodium acétate (Fluka) 
Sulfate de magnésium heptahydrate (Fluka) 
Sulfate de manganèse (Fluka) 
Tris(hydroxyméthyl)aminométhane (Fluka) 
Tween 80 (Sigma) 
Vitamine K3 (Fluka) 
Matériel courant de laboratoire 
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Milieux et solutions pour les bouillons reconstitués :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Bouillon MRS reconstitué sans glucide (pH 6,4)               g/L : 
Tryptone      10,0 
Extrait de viande bactériologique   10,0 
Extrait autolytique de levure      5,0 
Tween 80        1,1 
K2HPO4        2,0 
Sodium acétate       5,0 
Ammonium citrate       2,0 
MgSO4, 7H2O        0,20 
MnSO4, H2O        0,05 
 
Bouillon Sabouraud reconstitué sans glucide (pH 5,7)       g/L : 
Peptone pancréatique de caséine      5,0 
Extrait de viande bactériologique      5,0 
 
Bouillon Trypcase-Soja reconstitué sans glucide (pH 7,3)   g/L : 
Peptone pancréatique de caséine      17,0 
Peptone papaïnique de soja         3,0 
NaCl            5,0 
K2HPO4             2,5  
 
Bouillon Schaedler reconstitué sans glucide (pH 7,6)          g/L : 
Peptone pancréatique de caséine       5,7 
Peptone papaïnique de soja        1,0 
Polypeptone          5,0 
Extrait autolytique de levure        5,0 
NaCl           1,7 
K2HPO4          0,83 
Tris(hydroxyméthyl)aminométhane       3,0 
Hémine          0,01 
L-cystine          0,4 
Vitamine K3          0,0005 
puis ajout de 5% (v/v) de sang de mouton défibriné après autoclavage. 
 
Solution de glucides à 100 g/L    (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
Les glucides sont filtrés stérilement, puis ajoutés aux bouillons reconstitués sans glucide après 
autoclavage afin d’obtenir une concentration finale de 10 g/L pour les suivis de fermentations. 
 
Bouillons et géloses standards :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Bouillon MRS à 55,3 g/L 
Bouillon Sabouraud à 30,0 g/L 
Bouillon Trypcase-Soja à 30,0 g/L 
Bouillon Schaedler à 28,4 g/L, puis ajout de sang de mouton à 5 % (v/v) après autoclavage 
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Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15,0 g/L 
Gélose Sabouraud : bouillon Sabouraud à 30,0 g/L additionné d’agar à 15,0 g/L 
Gélose Trypcase-Soja : bouillon Trypcase-Soja à 30,0 g/L additionné d’agar à 15,0 g/L 
Gélose Schaedler : bouillon Schaedler à 28,4 g/L additionné d’agar à 13,5 g/L, puis ajout de 
sang de mouton à 5 % (v/v) après autoclavage 
 
¾ Réalisation des fermentations 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 20. Réactifs et matériels pour les essais de fermentation. 
Réactifs Matériels 
 Centrifugeuse (Jouan) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Table agitante (IKA Labortechnik) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Essai : 
 
Deux types de fermentations peuvent être réalisés, en petit ou en grand volume, en fonction 
notamment de la disponibilité de certains glucides. Les conditions de cultures sont décrites 
dans les Tableaux 21 et 22. Les lactobacilles sont en général anaérobie/aérobie facultatifs : ils 
peuvent croître en conditions d’anaérobiose et d’aérobiose. Par contre, E. coli et C. albicans 
sont aérobie et G. vaginalis anaérobie stricte. A partir d’un cryotube de la souche à tester, une 
pré-culture est réalisée dans le bouillon standard approprié. Elle sert ensuite à inoculer à 2 % 
(v/v) le bouillon reconstitué additionné du glucide à tester. Ce taux d’inoculation permet 
d’obtenir une population initiale de l’ordre de 1.107 bactéries par mL et 1.106 levures par mL. 
La culture est incubée sous les conditions standards de croissance de la souche. 
 
Des prélèvements sont analysés afin de suivre la croissance de la souche : 
• échantillons non traités permettant l’évaluation de la turbidité et la mesure du pH, 
• échantillons centrifugés à 2500 g pendant 10 min afin de récupérer les surnageants qui 
seront utilisés pour le dosage du lactate grâce à un kit enzymatique et le dosage des 
glucides par CLHP. 
Des contrôles de pureté sont réalisés en début et en fin de culture (états frais au microscope, 
colorations Gram ou étalements sur gélose). 
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Les essais de fermentations en grand volume ont été réalisés deux fois. Le nombre d’essais 
pour les petits volumes a varié en fonction de la disponibilité en glucide. En général, les essais 
ont été effectués au minimum deux fois sauf pour les fermentations qui seront décrites dans 
les paragraphes IV – 2. 4. et IV – 3. 2. de la partie « Résultats et Discussions ». 
 
Tableau 21. Conditions de cultures pour les fermentations en petit volume. 
 MICRO-ORGANISME BOUILLON 
GLUCIDE
g/L 
VOLUME 
mL CONTENANT INCUBATION 
Lactobacillus sp. ou 
Bifidobacterium sp. MRS 20 
anaérobiose, 
37 °C, 24 h 
Candida 
albicans Sabouraud 20 
aérobiose, 
30 °C, 18 h 
Escherichia 
coli Trypcase-Soja 2,5 
aérobiose, 
37 °C, 18 h 
PR
E
-C
U
L
T
U
R
E
 
Gardnerella 
vaginalis Schaedler 5 
15 tube de 20 mL 
anaérobiose, 
37 °C, 48 h 
Lactobacillus sp. ou 
Bifidobacterium sp. MRS 
anaérobiose, 
37 °C, 48 h 
Candida 
albicans Sabouraud 
aérobiose, 
30 °C, 48 h 
Escherichia 
coli Trypcase-Soja
aérobiose, 
37 °C, 48 h C
U
LT
U
R
E 
Gardnerella 
vaginalis Schaedler 
10 15 tube de 20 mL 
anaérobiose, 
37 °C, 48 h 
 
Tableau 22. Conditions de cultures pour les fermentations en grand volume. 
 MICRO-ORGANISME BOUILLON 
GLUCIDE
g/L 
VOLUME 
mL CONTENANT INCUBATION 
Lactobacillus sp. MRS 20 anaérobiose, 37 °C, 24 h 
Candida 
albicans Sabouraud 20 
aérobiose, 
30 °C, 18 h 
Escherichia 
coli Trypcase-Soja 2,5 
aérobiose, 
37 °C, 18 h 
PR
E
-C
U
L
T
U
R
E
 
Gardnerella 
vaginalis Schaedler 5 
40 flacon de 50 mL 
anaérobiose, 
37 °C, 48 h 
Lactobacillus sp. MRS aérobiose, 60 rpm, 37 °C, 48 h 
Candida 
albicans Sabouraud 
aérobiose, 150 rpm, 
30 °C, 48 h 
Escherichia 
coli Trypcase-Soja 
250 Erlenmeyer de 500 mL 
aérobiose, 150 rpm, 
37 °C, 48 h C
U
LT
U
R
E 
Gardnerella 
vaginalis Schaedler 
10 
100 flacon de 100 mL 
anaérobiose, 
37 °C, 48 h 
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III - 2.3. Les différents dosages 
 
¾ Evaluation de la turbidité et mesure du pH 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 23. Réactifs et matériels pour les mesures de turbidité et de pH. 
Réactifs Matériels 
 pH-mètre (Denver Instrument) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Essai : 
 
Les prélèvements réalisés régulièrement au cours de la culture sont soit analysés tels quels 
pour mesurer le pH, soit dilués au 1/10 pour évaluer la turbidité à 640 nm contre un blanc 
constitué de bouillon standard non inoculé et dilué au 1/10. 
 
Ces suivis de turbidité et d’acidification permettent de déterminer les principaux paramètres 
de croissance des souches :  
• la variation maximale de turbidité comparée à la valeur initiale (Δmax T), 
• le temps de génération (G), 
• la variation maximale du pH comparée à la valeur initiale (Δmax pH). 
 
Le temps de génération est obtenu après lissage et calcul de la dérivée des courbes 
correspondant aux valeurs de turbidité en fonction du temps par le logiciel LISEXCEL         
(J. Uribelarrea, INSA Toulouse). La Figure 20 représente un exemple de traitement des 
courbes par le logiciel LISEXCEL et la Figure 21 décrit le calcul du temps de génération. 
 
Les résultats sont représentés en courbes d’évolution de la turbidité en fonction de la durée de 
culture, et les principaux paramètres de croissance sont compilés. 
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Figure 20. Traitement des courbes par le logiciel LISEXCEL. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Calcul du temps de génération. 
 
¾ Dosage du Lactate 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 24. Réactifs et matériels pour le dosage du lactate. 
Réactifs Matériels 
Kit de dosage du Lactate EnzytecTM D/L-Lactic Acid 
(Diffchamb) 
D-Lactate (Sigma) 
L-Lactate (Sigma) 
Matériel courant de laboratoire 
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avec  d(turbidité)t : la dérivée de la turbidité lissée à l’instant t 
 (turbidité)t : la valeur de la turbidité lissée à l’instant t 
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avec  ln2 : logarithme népérien de 2 
 µmax : valeur maximale de la vitesse spécifique de croissance 
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Solutions :  
 
Solution de D-Lactate à 0,15 g/L 
Solution de L-Lactate à 0,15 g/L 
 
Essai : 
 
Les dosages des formes D- et L-lactate sont réalisés sur les surnageants de cultures 
préalablement obtenus. Le protocole est détaillé dans le paragraphe III-1.2. 
 
¾ Dosage des glucides par CLHP 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 25. Réactifs et matériels pour le dosage des glucides par CLHP. 
Réactifs Matériels 
Acétate de sodium (Fluka) 
Acide chlorhydrique (Riedler De Haen) 
Acide ortho-phosphorique (Fluka) 
Acide trifluoroacétique (TFA) (Fluka) 
Glucose (Fluka) 
Méthanol (Scharlau) 
Bain à ultrasons (Fisher Sonic) 
Cartouches SPE SAX (Alltech) 
Cartouches SPE SCX (Alltech) 
CLHP équipée d’un détecteur réfractométrique (ICS) 
Colonne C18 Prontosil 250*4mm équipée d’une pré-
colonne C18 50*4mm (Bischoff) ou équivalent 
Colonne Supelcogel H 250*4,6mm équipée d’une pré-
colonne Supelcogel 50*4,6mm (Supelco) ou équivalent 
Matériel courant de laboratoire 
 
Solutions :  
 
Solution d’acétate de sodium à 1M 
Solution d’acide chlorhydrique à 1M 
Solutions de TFA à 0,1 % (v/v) et 1 % (v/v) 
Solution de H3PO4 à 10-2 M 
Solutions étalons de glucose de 0,1 à 10 g/L 
 
Essai : 
 
Afin d’éviter l’obstruction du système CLHP par des particules du milieu de fermentation, les 
surnageants des cultures préalablement obtenus sont filtrés sur 0,45 µm. De plus, à cause de la 
complexité des milieux de fermentation, de nombreux solutés, notamment les sels, peuvent 
interférer avec les pics chromatographiques des glucides. C’est pourquoi, les échantillons sont 
préalablement traités sur cartouches échangeuses d’anions (SAX) et de cations (SCX). 
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Les cartouches sont activées avec 10 mL d’eau afin d’hydrater la résine, puis, grâce à une 
seringue, le volume mort d’eau est aspiré. 500 µL de l’échantillon sont alors déposés dans la 
cartouche SAX et sont élués progressivement. Puis, l’ajout de 250 µL d’eau permet de laver 
la cartouche. Les 750 µL totaux sont récupérés pour être déposés dans la cartouche SCX et 
sont élués progressivement. Puis, l’ajout de 250 µL d’eau permet de laver la cartouche et de 
récupérer au final 1 mL d’échantillon dilué au ½. Les prélèvements correspondant au début et 
à la fin de fermentation sont passés au travers des mêmes cartouches en commençant par 
l’échantillon le moins concentré en glucide. Les cartouches sont rincées par 10 mL d’eau 
entre les deux échantillons, puis régénérés après passage des deux échantillons. SAX est 
régénérée par élution de 4 mL d’acétate sodium 1 M puis lavage avec 20 mL d’eau, et SCX 
par 4 mL d’acide chlorhydrique 1 M puis 20 mL d’eau. 
 
Les échantillons sont ensuite analysés par CLHP en mode isocratique. Les conditions 
d’analyse, décrites dans le Tableau 26, dépendent du type de glucide présent dans 
l’échantillon. Les éluants sont préparés avec de l’eau ultrapure. La détection est faite par 
réfractométrie. 
 
Tableau 26. Conditions d’analyses des échantillons de fermentation. 
GLUCIDE A 
ANALYSER COLONNE ELUANT 
DEBIT 
D’ELUTION 
(mL/min) 
DUREE 
D’ANALYSE 
(min) 
monosaccharides 
disaccharides 
trisaccharides 
Supelcogel H H3PO4 10-2 M 0,17 30 
FOS Actilight 
FOS Raftilose 60 
GOS α-1,6/α-1,4 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 
GOS α-1,4 
GOS α-1,6 
AFGOS α-1,6 
Prontosil C18 TFA 0,1 % (v/v) 0,5 
120 
 
Les analyses sur Supelcogel H permettent de doser les glucides de faible DP par exclusion de 
taille et interaction avec la phase stationnaire de polystyrène divinylbenzène sulfaté de la 
colonne. Les DP sont élués en ordre décroissant avec un seul pic pour les DP supérieurs à 3, 
puis séparation des pics pour les DP 2 et DP 1. Après les analyses, la colonne est rincée et 
stockée dans son éluant H3PO4 10-2 M. 
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Les analyses sur Prontosil C18 permettent de doser les glucides de DP élevés par des 
interactions en fonction de la polarité des molécules à analyser avec la phase stationnaire 
apolaire de la colonne constituée de silice greffée par des groupements C18. Les DP sont 
élués en ordre croissant avec une séparation de plus en plus longue pour les DP de plus en 
plus élevés. Cependant, le passage des échantillons sur cartouches SPE libère notamment de 
l’acétate (le contre-ion des cartouches SAX) qui interfère avec les faibles DP : ainsi, seuls les 
DP supérieurs à 3 ou 4 selon les oligosaccharides sont dosés. La colonne est rincée et stockée 
avec du méthanol à 50 % (v/v). 
 
Les concentrations des glucides sont calculées en fonction de la surface des pics et grâce à 
une gamme étalon de glucose. Le pourcentage de consommation d’un glucide après l’instant t 
de croissance de la souche est déterminé par comparaison de sa concentration à t par rapport à 
sa concentration initiale dans le milieu de fermentation. Les calculs sont décrits dans la 
Figure 22. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 22. Calculs des pourcentages de consommation des glucides. 
 
 
La précision de la méthode CLHP est déterminée à 6 %, et les pertes dues aux passages sur 
les cartouches SAX et SCX sont fixées à 7 %. L’incertitude globale des dosages des glucides 
est donc estimée à 10-13 %. 
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¾ Contrôles de pureté 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
Tableau 27. Réactifs et matériels pour les contrôles de pureté. 
Réactifs Matériels 
Agar technique (AES) 
Bouillon MRS (AES) 
Huile à immersion (Sigma) 
Kit de coloration Gram (BioMérieux) 
Microscope (Motic) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieu :       (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15 g/L 
 
Essai : 
 
Différents contrôles de pureté peuvent être réalisés. 
 
Un état frais d’une goutte de la suspension bactérienne suffisamment concentrée et déposée 
entre lame et lamelle, est visualisé au grossissement 400 du microscope. 
 
Un frottis de la suspension bactérienne suffisamment concentrée et colorée au Gram 
(coloration au cristal violet, imprégnation par le lugol, décoloration par un mélange 
éthanol/acétone, contre-coloration à la safranine) est observé sous immersion au 
grossissement 1000 du microscope. 
 
Des stries à partir de la culture sont réalisées sur de la gélose MRS, puis incubées pendant 48 
à 72 h à 37 °C en anaérobiose. Les colonies apparues sont alors décrites. 
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III - 3. Localisation cellulaire de l’enzyme hydrolysant les GOS 
 
Des cultures sont réalisées afin de produire une forte biomasse, puis un cassage progressif des 
cellules bactériennes permet d’obtenir des fractions correspondant au milieu extracellulaire, 
aux débris de paroi, à la membrane déstabilisée et au milieu intracellulaire de ces bactéries. 
 
Préparation : 
 
Réactifs et matériels : 
 
Tableau 28. Réactifs et matériels pour le cassage des cellules. 
Réactifs Matériels 
Acide chlorhydrique (Riedler De Haen) 
Agar technique (AES) 
Ammonium citrate (Sigma) 
Bouillon MRS (AES) 
Extrait autolytique de levure (Biokar) 
Extrait de viande bactériologique (Biokar) 
Gélose PCA (Biokar) 
Glucide à tester 
Lysozyme (Sigma) 
Hydrogenophosphate de disodium dihydrate (Fluka) 
Dihydrogenophosphate de sodium dihydrate (Fluka) 
Hydroxyde de sodium (Fluka) 
Phosphate de potassium dibasique (Fluka) 
Sodium acétate (Fluka) 
Sulfate de magnésium heptahydrate (Fluka) 
Sulfate de manganèse (Fluka) 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Fluka) 
Triton X100 (Sigma) 
Tween 80 (Sigma) 
Kit de coloration Gram (BioMérieux) 
Bain à ultrasons (Fisher Sonic) 
Centrifugeuse (Jouan) 
Microscope (Motic) 
pH-mètre (Denver Instrument) 
Sachet anaérogène (BioMérieux) 
Sonicateur (Bioblock) 
Spectrophotomètre (Spectronics) 
Table agitante (IKA Labortechnik) 
Tapis à rouleaux (Stuart Scientific) 
Matériel courant de laboratoire 
 
Milieux et solutions : 
 
Bouillon MRS reconstitué sans glucide                  g/L :        (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Tryptone     10,0 
Extrait de viande bactériologique  10,0 
Extrait autolytique de levure     5,0 
Tween 80       1,1 
K2HPO4       2,0 
Sodium acétate      5,0 
Ammonium citrate      2,0 
MgSO4, 7H2O       0,20 
MnSO4, H2O       0,05 
Bouillon MRS à 55,3 g/L      (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
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Gélose MRS : bouillon MRS à 55,3 g/L additionné d’agar à 15 g/L  (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Gélose PCA à 20,5 g/L      (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Solution de glucide à 100 g/L    (à filtrer stérilement sur 0,2 µm) 
 
Solution de NaOH à 5 M 
Solution de NaH2PO4,2H2O à 0,2 M 
Solution de Na2HPO4,2H2O à 0,2 M 
Tampon Phosphate de Sodium 50 mM pH6 : 35,0 mL de la solution de NaH2PO4 à 0,2 M 
additionnée de 15,75 mL de la solution de Na2HPO4 à 0,2 M  (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
Tampon Tris-HCl 10 mM pH8 : Tris(hydroxymethyl)aminomethane à 6,06 g/L additionné 
de HCl 1M afin d’ajuster le pH à 8        (à autoclaver 15 min / 121 °C) 
 
Solution de lysozyme à 20 % (p/v) dans du tampon Tris-HCl 
Solution de Triton X100 à 1 % (v/v) (à passer aux ultrasons pour le solubiliser) 
 
Essai : adapté de De Cort et al. (1994) et Drouault et al. (1999) 
 
A partir d’une pré-culture de la souche lactique, 1000 mL de bouillon MRS reconstitué 
additionné de GOS α-1,6/α-1,4 à 10 g/L (4 fois 250 mL placés dans différents erlenmeyers de 
500 mL) sont inoculés à 2 % (v/v), puis incubés pendant 12 h à 37 °C sous des conditions 
d’aérobiose à 150 rpm d’agitation afin d’obtenir une forte biomasse. Des suivis de pH et de 
turbidité (à 640 nm à partir de l’échantillon dilué au 1/10 contre un blanc constitué de MRS 
dilué au 1/10) sont effectués régulièrement afin de s’assurer de la bonne croissance de la 
souche. Des prélèvements sont réalisés en début et fin de cultures afin de contrôler la pureté 
(par des états frais au microscope ou par des étalements sur gélose MRS). 
 
La culture est ensuite centrifugée à 2800 g pendant 10 min et le surnageant (S1) 
correspondant au milieu extracellulaire est séparé du culot (C1). Une coloration Gram est 
effectuée sur le culot C1 (décrite en c ci-dessous). 
 
40 mL du surnageant S1 sont filtrés stérilement sur 0,2 µm, puis ajustés à pH 6,5 avec du 
NaOH 5M et conservés pour la suite des essais. 
 
En parallèle, le culot C1 est lavé 2 fois par 50 mL de tampon Tris-HCl 10 mM pH8 et repris 
dans 95 mL de ce même tampon. Cette suspension est soniquée 2 fois 30 sec à la puissance de 
100 % (500 W) dans un bain de glace à 4 °C pour désagréger les amas formés par les cellules 
des lactobacilles. Une coloration Gram est alors effectuée sur cette suspension (décrite en d 
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ci-dessous). 5 mL de lysozyme (concentration finale à 1 % (v/v)) sont ajoutés à cette 
suspension soniquée afin d’hydrolyser les liaisons β-1,4 de la muréine de la paroi. L’ensemble 
est alors incubé pendant 2 h à 37 °C sur le tapis à rouleaux, puis centrifugé à 680 g pendant  
20 min. Le surnageant (S2) contenant les débris de paroi est séparé avec précaution du culot 
(C2) correspondant aux protoplastes. Une coloration Gram est réalisée sur le culot C2 (décrite 
en e ci-dessous). 
 
40 mL du surnageant S2 sont, d’une part, conservés pour la suite des essais. 
 
Puis, le culot C2 est, d’autre part, resuspendu dans 40 mL de Triton à 1 % en concentration 
finale afin de déstabiliser la bicouche lipidique membranaire et de faire éclater les 
protoplastes. Le tout est ensuite centrifugé à 12000 g pendant 15 min et le surnageant (S3) 
correspondant au milieu cytoplasmique est séparé du culot (C3) contenant les fragments de 
membrane. Une coloration Gram est effectuée sur le culot C3 (décrite en f ci-dessous). 
 
40 mL du surnageant S3 sont conservés pour la suite des essais. 
 
Et pour finir, le culot C3 est resuspendu dans 40 mL de tampon phosphate de sodium 50 mM 
pH6, et ce mélange est conservé pour la suite des essais. 
 
Aux différentes fractions correspondant à « S1 », « S2 », « S3 » et « C3 resuspendu », les 
oligosaccharides à tester sont ajoutés à 10 g/L en concentration finale. L’ensemble est alors 
incubé à 37 °C pendant 12 h sur le tapis à rouleaux. Des échantillons sont prélevés en début et 
en fin d’incubation afin de réaliser des dosages CLHP et des contrôles de pureté. 
 
Les dosages par CLHP sur colonne Supelcogel H permettent de déterminer la présence de 
l’enzyme hydrolysant les oligosaccharides par observation de la diminution de la teneur en 
ces glucides dans les différentes fractions issues des cellules de lactobacilles correspondant : 
• au milieu extracellulaire pour S1, 
• aux débris de paroi pour S2, 
• au milieu intracellulaire pour S3, 
• à la membrane déstabilisée pour C3. 
Les dosages des glucides par CLHP sont réalisés comme décrit dans le paragraphe III – 2. 5. 
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Des stries sur géloses MRS et PCA sont effectuées afin de contrôler la pureté des différentes 
fractions incubées. Le milieu MRS permet de vérifier que les cellules de lactobacilles soient 
bien cassées dans les différents échantillons. Le milieu PCA permet de mettre en évidence la 
présence d’une éventuelle flore contaminante. Les géloses MRS sont incubées 48 h à 37 °C en 
anaérobiose, et les géloses PCA 48 h à 30 °C en aérobiose. 
 
Tout au long du déroulement de ce protocole, des colorations Gram sont réalisées sur 
différents prélèvements afin de vérifier le cassage des cellules : 
• c le culot C1 est constitué de cellules entières de bacilles violets agrégés, 
• d la suspension de C1 dans le tampon après sonication est composée de cellules entières 
de bacilles violets séparés, 
• e le culot C2 est formé de cellules entières arrondies roses, 
• f le culot C3 correspond à un mélange confus de débris roses. 
 
Les essais ont été effectués une ou deux fois en fonction de la disponibilité en glucide testé : 
deux fois pour les résultats qui seront présentés dans le paragraphe du IV – 3. 3. et une fois 
pour ceux des paragraphes IV – 3. 4. et IV – 3. 5. 
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IV -  RESULTATS ET DISCUSSIONS 
 
 
L’utilisation de probiotiques au niveau vaginal se développe de plus en plus depuis une 
dizaine d’années. Par contre, l’application du concept prébiotique à l’écosystème vaginal est 
original. L’objectif de nos travaux a donc été de valider ce concept pour, à terme, pouvoir 
proposer des formules associant probiotiques et prébiotiques. 
 
 
Les résultats sont présentés en trois grandes parties décrivant : 
• la sélection de souches de lactobacilles potentiellement probiotiques isolées de 
prélèvements vaginaux, 
• l’évaluation d’oligosaccharides en tant que prébiotiques vis-à-vis de ces souches de 
lactobacilles mais pas vis-à-vis de microorganismes urogénitaux potentiellement 
pathogènes, 
• l’étude du mécanisme d’hydrolyse des oligosaccharides sélectionnés par les lactobacilles 
vaginaux. 
 
 
IV – Résultats et Discussions 
   106
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV - 1. 
Sélection de lactobacilles vaginaux 
à fort potentiel probiotique 
 
 
 
 
 
IV – Résultats et Discussions 
   107
 
IV - 1. Sélection de lactobacilles vaginaux à fort potentiel probiotique 
 
La mise au point d’un crible de sélection spécifique de l’écosystème vaginal a permis de 
sélectionner différentes souches à fort potentiel probiotique. 
 
IV - 1.1. Stratégie d’isolement 
 
Les deux principaux effets antimicrobiens des lactobacilles sont les productions d’acide 
lactique et de peroxyde d’hydrogène [Aroutcheva et al., 2001]. Or, l’acide lactique est produit par 
tous les lactobacilles. Il n’est donc pas suffisamment discriminant pour différencier les 
souches entre elles. Le peroxyde d’hydrogène n’est quant à lui produit que par certains 
lactobacilles qui sont caractéristiques d’une flore vaginale saine. Le critère de production de 
peroxyde d’hydrogène est donc plus judicieux pour discriminer les souches entre elles et a été 
choisi comme la première étape de sélection des lactobacilles de l’étude. 
 
D’autres mécanismes sont déployés par les lactobacilles vis-à-vis des pathogènes. Leur 
adhésion à la muqueuse vaginale est une étape nécessaire à la formation d’une barrière contre 
les pathogènes [Ocana and Nader-Macias, 2001]. Ainsi, la capacité d’adhérer à un modèle de 
cellules épithéliales vaginales a été choisie comme critère discriminant. Les lactobacilles 
peuvent aussi interagir avec les pathogènes par production de molécules antimicrobiennes 
autres que l’acide lactique ou le peroxyde d’hydrogène (notamment les bactériocines) 
[Aroutcheva et al., 2001]. La capacité à inhiber efficacement les principaux microorganismes 
pathogènes urogénitaux par contact direct entre les souches a ainsi été retenue comme critère 
de sélection. Finalement, les lactobacilles peuvent priver les pathogènes de certains 
nutriments (notamment l’arginine) par compétition nutritionnelle [Famularo et al., 2001]. Le 
dernier critère de sélection retenu a donc été la capacité des lactobacilles à transformer 
l’arginine via l’activité arginine désaminase. 
 
La sélection des souches vaginales s’est donc faite selon les critères décrits dans la Figure 23. 
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Figure 23. Stratégie de sélection des souches de lactobacilles vaginaux à fort potentiel 
probiotique. 
 
1000 femmes menstruées
entre 18 et 40 ans
50 femmes avec une flore vaginale
présentant des lactobacilles présumés
Isolement de 40 isolats de lactobacilles présumés
Sélection de 11 isolats de lactobacilles présumés
fortement producteurs de peroxyde d’hydrogène
Sélection de 6 souches de lactobacilles présentant un fort potentiel probiotique
CRITERES BIOLOGIQUES
score de Nugent ≤ 4,
absence de vaginites et de vaginoses
et sérologie négative vis à vis de l’hépatite et du virus VIH
CRITERE PROBIOTIQUE
* production de peroxyde d’hydrogène
CRITERES PROBIOTIQUES
* adhésion sur une lignée épithéliale vaginale
* test d’inhibition de croissance de microorganismes pathogènes
 * détection de l’activité arginine désaminase
CRITERES TECHNOLOGIQUES
* conservation à -80°C
* croissance dans un milieu végétal
* résistance au métronidazole 
CRITERE PROBIOTIQUE
* production d’acide lactique
Sélection de 3 souches de lactobacilles appartenant à 3 espèces distinctes : 
BLL 9901 Lactobacillus sp.,
BLL 2008 Lb. crispatus
et BLL 2108 Lb. jensenii
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Toutes les expériences permettant d’évaluer les propriétés probiotiques, ainsi que les résultats 
des souches sélectionnées, sont décrits dans les paragraphes suivants. La démarche générale 
de la sélection a été la suivante. 
 
Sur 1000 patientes du laboratoire d’analyses CEDIBIO (Toulouse), 50 femmes en période 
post-pubertaire et pré-ménopausée ont été retenues, car elles ne présentaient pas d’infections 
génitales et les prélèvements vaginaux effectués montraient la présence de lactobacilles 
caractérisés par coloration Gram (ces caractéristiques correspondent à un score de Nugent 
inférieur à 4). Quarante isolats de lactobacilles présumés ont été isolés de ces prélèvements 
sur gélose « MRS modifié végétal » additionnée de tetraméthylbenzidine et de peroxydase 
permettant de détecter la production de peroxyde d’hydrogène. 
 
Seuls 11 isolats fortement producteurs de peroxyde d’hydrogène ont été évalués, puis 
objectivés selon leurs réponses aux trois principaux tests permettant de caractériser les autres 
propriétés probiotiques choisies : l’adhésion aux cellules épithéliales vaginales, la capacité à 
inhiber la croissance de microorganismes pathogènes urogénitaux et la présence de l’activité 
arginine désaminase. 
 
Six souches répondant positivement à au moins deux de ces tests ont été sélectionnées puis 
caractérisées pour leurs propriétés technologiques incluant la résistance à la conservation à     
-80°C, la croissance dans le milieu « MRS modifié végétal » et la résistance à l’antibiotique 
métronidazole, ainsi que pour une autre propriété probiotique concernant la production 
d’acide lactique. 
 
Toutes ces expériences ont été réalisées soit à GENIBIO (Lorp-Sentaraille), soit au 
Laboratoire de Microbiologie Industrielle et Virologie de la Faculté des Sciences 
Pharmaceutiques (Toulouse). 
 
Ces 6 souches ont été identifiées par analyse génomique à l’Institut Pasteur (Lille) et 3 d’entre 
elles appartenant à trois espèces bien distinctes ont été retenues. 
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IV - 1.2. 1ère étape : isolement de lactobacilles fortement producteurs de 
peroxyde d’hydrogène 
 
Les 40 isolats de lactobacilles présumés, issus des frottis vaginaux, ont été évalués selon leur 
capacité à produire du peroxyde d’hydrogène. Des stries ont été réalisées sur les géloses 
« MRS modifié végétal » additionnées de tétraméthylbenzidine et de peroxydase qui 
permettent la détection de peroxyde d’hydrogène par un changement de coloration des 
colonies. Cette production a été évaluée selon l’intensité de la coloration : score 0 (sans 
coloration) au score 5 (forte coloration bleue). Les proportions des isolats de lactobacilles 
présumés produisant plus ou moins du peroxyde d’hydrogène sont décrites dans la Figure 24. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Répartition des isolats de lactobacilles vaginaux selon 
leur capacité à produire du peroxyde d’hydrogène (milieu : gélose 
« MRS modifié végétal » additionnée de tétraméthylbenzidine et de peroxidase / 
incubation : 48 h anaérobiose stricte). 
 
Sur les 40 isolats issus du milieu vaginal, 11 ont fortement produit du peroxyde 
d’hydrogène (score 4 à 5), 19 ont été moins efficaces (score 1 à 3) et 10 n’en ont pas du tout 
sécrété (score 0). Ainsi, 75 % des lactobacilles présumés des femmes saines de l’étude ont 
produit une quantité notable de peroxyde d’hydrogène. Ces résultats sont en accord avec les 
données bibliographiques qui rapportent que 75 à 95 % des lactobacilles de femmes à flore 
saine produisent du peroxyde d’hydrogène [Eschenbach et al., 1989 ; Aroutcheva et al., 2001]. 
 
 
 
score 0
25%
score 1 à 3
47%
score 4 à 5
28%
score 0 = production nulle  /  score 5 = production fo rte
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IV - 1.3. 2ème étape : sélection des isolats présentant les meilleures 
propriétés probiotiques 
 
¾ Adhésion aux cellules épithéliales vaginales 
 
Les 11 isolats de lactobacilles produisant fortement du peroxyde d’hydrogène ont été évalués 
selon leur capacité à adhérer à des cellules épithéliales vaginales. Après avoir été 
radiomarqués, les isolats ont été mis en contact avec des cellules vaginales matures pendant   
2 h. Après un lavage de l’ensemble éliminant les bactéries libres, la radioactivité du tapis 
contenant les isolats ayant adhéré a été mesurée et le taux d’adhésion a été évalué par 
comparaison avec la radioactivité de la suspension bactérienne initiale. D’après des données 
internes, les souches présentant un taux d’adhésion supérieur à 40 % sont considérées comme 
adhérant fortement aux cellules vaginales. Les résultats d’adhésion sont présentés dans la 
Figure 25. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 25. Pourcentages d’adhésion des isolats de lactobacilles vaginaux 
radiomarquées à des cellules vaginales (lignée cellulaire HMV II / durée de contact : 2 h). 
 
Les écart-types sont dans certains cas assez importants car ils dépendent notamment de l’état 
de différenciation de la lignée cellulaire et du taux d’incorporation du composé radioactif par 
les bactéries variable selon leur phase de croissance. Les résultats montrent que 5 isolats sur 
les 11 testés ont fortement adhéré (pourcentage d’adhésion supérieur à 40 %). Il s’agit de 
BLL 9901, BLL 2004, BLL 2005, BLL 2008 et BLL 2013. 
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¾ Test d’inhibition de croissance de microorganismes pathogènes 
 
Les 11 isolats de lactobacilles produisant fortement du peroxyde d’hydrogène ont été évalués 
selon leur capacité à inhiber la croissance de divers microorganismes pathogènes urogénitaux. 
Des spots d’une suspension de chaque isolat de lactobacilles ont été déposés sur de la gélose 
puis incubés. Par la suite, des géloses inoculées par chaque suspension de pathogènes ont été 
coulées sur les spots précédents puis incubées. Les microorganismes pathogènes sensibles à 
des substances produites par les lactobacilles ne se sont pas développés et des halos 
d’inhibition de croissance se sont formés autour du spot de lactobacilles. Une échelle de 
sensibilité a été définie en fonction du diamètre de ces halos : les pathogènes sont considérés 
résistants pour des diamètres de 0 à 20 mm, ils ont une sensibilité intermédiaire pour des 
diamètres entre 20 et 50 mm et ils sont sensibles pour des diamètres de 50 à 80 mm. Les 
valeurs de sensibilité des pathogènes urogénitaux vis-à-vis des 11 isolats de lactobacilles 
sélectionnés sont présentées dans le Tableau 29. 
 
Tableau 29. Diamètres (mm) d’inhibition de croissance des pathogènes par les isolats de 
lactobacilles vaginaux (lactobacilles déposés sous forme de spot / pathogènes inclus dans la gélose / incubation 48 h). 
  MICROORGANISMES PATHOGENES 
  BACTERIES Gram positif 
BACTERIES
Gram 
variable 
BACTERIES 
Gram negatif LEVURE
  
Co. 
seminale 
(isolement clinique) 
Pe. 
anaerobius 
(AIP 10102T) 
G. 
vaginalis 
(CIP 7074T) 
E. 
coli 
(CIP 548T) 
Ne. 
gonorrhoeae 
(isolement clinique) 
Pr. 
intermedia 
(CIP 103607T) 
C. 
albicans 
(ATCC 2091) 
BLL 9708 45 (± 7) 31 (± 8) 30 (± 2) 40 (± 3) 33 (± 6) 38 (± 4) 0 (± 0) 
BLL 9901 48 (± 12) 33 (± 6) 34 (± 1) 39 (± 2) 35 (± 7) 44 (± 7) 4 (± 8) 
BLL 9906 49 (± 10) 37 (± 7) 43 (± 4) 44 (± 4) - 49 (± 5) 9 (± 9) 
BLL 2002 50 (± 12) 40 (± 7) 42 (± 3) 42 (± 1) - 53 (± 6) 19 (± 3) 
BLL 2003 31 (± 2) 29 (± 3) 28 (± 5) 30 (± 3) 32 (± 2) 26 (± 2) 4 (± 7) 
BLL 2004 32 (± 5) 29 (± 1) 27 (± 2) 33 (± 6) 32 (± 5) 30 (± 4) 0 (± 0) 
BLL 2005 35 (± 2) 33 (± 3) 34 (± 2) 37 (± 1) 37 (± 1) 31 (± 3) 8 (± 7) 
BLL 2008 30 (± 5) 28 (± 4) 29 (± 3) 30 (± 7) 30 (± 6) 30 (± 5) 0 (± 0) 
BLL 2012 36 (± 1) 35 (± 3) 35 (± 3) 37 (± 2) 35 (± 3) 32 (± 2) 0 (± 0) 
BLL 2013 38 (± 3) 33 (± 3) 34 (± 4) 35 (± 5) 34 (± 1) 34 (± 2) 0 (± 0) 
LA
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BLL 2108 47 (± 3) 54 (± 7) 54 (± 7) 36 (± 3) 46 (± 5) 61 (± 5) 17 (± 2) 
* diamètre < 20 mm = résistant   /   20 mm < diamètre < 50 mm = intermédiaire   /   diamètre > 50 mm = sensible 
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Tous les isolats ont exercé en général une assez bonne activité inhibitrice des 
microorganismes pathogènes urogénitaux (diamètres d’inhibition supérieurs à 20 mm). 
L’isolat BLL 2108 a donné les meilleurs résultats : 3 pathogènes sur les 7 testés étaient 
sensibles (diamètres d’inhibition supérieurs à 50 mm). Les inhibitions ont été efficaces vis-à-
vis des bactéries Gram positif, Gram négatif et Gram variable, mais peu ou pas d’activité 
inhibitrice a été notée vis-à-vis de Candida albicans. En effet, les levures telles que C. 
albicans sont résistantes aux stress acide et oxydatif [Davis, 2003 ; Gonzales et al., 2003] et donc 
plus difficiles à inhiber. 
 
¾ Détection de l’activité arginine désaminase 
 
Les 11 isolats de lactobacilles présumés produisant fortement du peroxyde d’hydrogène ont 
été évalués selon qu’ils possèdent ou non l’activité arginine désaminase (ADI). Cette activité 
a été déterminée grâce à un kit enzymatique : les suspensions de lactobacilles possédant 
l’enzyme ADI alcalinisent le milieu et changent de couleur en passant du jaune (réaction 
négative) au rouge (réaction positive). 
 
Parmi tous les isolats étudiés, seul BLL 2108 a présenté une activité arginine 
désaminase. Or d’après des résultats de Famularo et al. en 2001, les lactobacilles producteurs 
de peroxyde d’hydrogène ne possèdent pas ou peu d’activité ADI. La seule souche citée 
parmi toutes celles qu’ils ont testées, appartient à l’espèce Lb. brevis. Dans notre étude, les 
caractéristiques de BLL 2108 sont en contradiction avec les résultats de Famularo et al. 
puisque cet isolat est à la fois producteur de peroxyde d’hydrogène et détenteur d’une activité 
ADI. 
 
 
A la suite de cette 2ème étape de sélection, 6 isolats présentant de bonnes propriétés 
probiotiques ont été retenus. Il s’agit de BLL 9901, BLL 2004, BLL 2005 et BLL 2008 qui 
adhèrent fortement aux cellules épithéliales vaginales, et BLL 2108 qui présente une 
bonne activité inhibitrice des pathogènes urogénitaux et qui possède l’activité ADI. 
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IV - 1.4. 3ème étape : caractérisation des souches sélectionnées 
 
¾ Identification des souches 
 
Les 6 isolats sélectionnés ont été identifiés par séquençage de l’ADNr 16S à l’Institut Pasteur 
(Centre de Typage Moléculaire, Institut Pasteur, Lille, France). Leur classification est 
présentée dans le Tableau 30. 
 
Tableau 30. Identification des 6 lactobacilles sélectionnés (séquençage de l’ADNr 16S). 
SOUCHE IDENTIFICATION % HOMOLOGIE 
Lactobacillus sp. oral clone CX036 99 % BLL 9901 Lb. vaginalis 96 % 
BLL 2004 Lb. crispatus 98 % 
BLL 2005 Lb. crispatus 99 % 
BLL 2008 Lb. crispatus 99 % 
BLL 2013 Lb. crispatus 99 % 
BLL 2108 Lb. jensenii 99 % 
 
Parmi les 6 isolats sélectionnés, 4 souches appartiennent à l’espèce Lb. crispatus et 1 à 
l’espèce Lb. jensenii. Par contre, la classification de BLL 9901 est plus délicate. En effet, son 
séquençage est homologue à celui de la souche Lb. sp. oral clone CX036 qui est en fait une 
souche environnementale décrite dans la littérature comme étant isolée de la plaque dentaire 
subgingivale et dont l’espèce n’a pas été bien définie. Cette dernière possède cependant une 
homologie de séquence de l’ADNr 16S assez proche de plusieurs souches référencées de    
Lb. vaginalis qui sont assez fréquemment rencontrées au sein de la flore vaginale saine. La 
souche BLL 9901 semble être apparentée à l’espèce Lb. vaginalis. 
 
¾ Résistance à la conservation à -80 °C 
 
Les 6 souches sélectionnées sont conservées à -80 °C dans du bouillon MRS additionné de 
glycérol en concentration finale à 10 % (v/v). Les viabilités des 6 souches avant congélation et 
après environ 1 et 3 mois de stockage à -80 °C ont été vérifiées et sont présentées dans le 
Tableau 31. 
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Tableau 31. Influence de la congélation à -80 °C avec ajout de 10 % (v/v) de glycérol sur 
la viabilité des 6 lactobacilles sélectionnés (viabilités (UFC/mL) avant congélation (J0) et au bout de 40 et 90 
jours de congélation (J40 et J90)). 
  LACTOBACILLES VAGINAUX SELECTIONNES 
  BLL 9901 BLL 2004 BLL 2005 BLL 2008 BLL 2013 BLL 2108 
  Lb. sp. Lb. crispatus Lb. crispatus Lb. crispatus Lb. crispatus Lb. jensenii 
J0 1,1.108 8,7.107 3,5.108 3,9.107 2,9.108 9,5.106 
J40 1,3.108 8,3.107 4,0.108 5,7.107 3,8.108 1,5.107 
V
IA
BI
LI
TE
 
(U
FC
/m
L
) 
J90 1,1.108 8,3.107 3,4.108 4,0.107 3,1.108 1,0.107 
 
 
Les 6 souches de lactobacilles sélectionnées ont maintenu leur niveau de population au 
cours des 3 mois de stockage. Or d’après Juarez et al. en 2004, beaucoup d’études de 
résistance aux températures négatives ont été réalisées sur des souches industrielles mais peu 
sur des souches issues d’isolements humains qui sont parfois plus sensibles. Dans leurs 
travaux, ils ont montré que la sensibilité est variable selon les espèces : des souches de        
Lb. paracasei peuvent perdre 1 log au bout de 3 mois à -70 °C mais maintiennent leur niveau 
de population par la suite alors que des souches de Lb. acidophilus peuvent perdre seulement 
1 log au bout de 18 mois mais 3 log dans les 12 mois suivants. Pour la présente étude, il est 
nécessaire de vérifier la stabilité des souches à plus long terme. 
 
¾ Croissance dans le milieu MRS modifié végétal 
 
Les isolements des lactobacilles vaginaux ont été effectués sur de la gélose « MRS modifié 
végétal » afin de conserver les premiers échantillons des souches dans un milieu exempt de 
résidus de produits dérivés d’animaux. Les peptones de viande et l’extrait de viande du milieu 
MRS ont été remplacés par des peptones papaïniques de soja. Il est nécessaire de vérifier que 
les souches sélectionnées ont gardé leur capacité à croître convenablement dans ce milieu en 
comparaison avec le milieu standard MRS. Les croissances des 6 souches ont ainsi été suivies 
dans les deux milieux de culture et les courbes sont présentées dans la Figure 26. 
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Figure 26. Croissance des 6 lactobacilles sélectionnés et acidification dans les milieux MRS et 
« MRS modifié végétal » (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée). 
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Les souches BLL 9901 et BLL 2005 ont présenté des croissances moins efficaces dans le 
milieu « MRS modifié végétal » par rapport au bouillon MRS, alors que BLL 2013 et BLL 
2108 ont poussé de la même manière dans les deux milieux, et que BLL 2004 et BLL 2008 
ont amélioré leur niveau de biomasse dans le bouillon « MRS modifié végétal ». Les 
croissances ont donc été maintenues à des niveaux variables dans le milieu végétal. Ainsi, 
les comportements face aux sources de protéines végétales varient en fonction des souches et 
de leur système enzymatique protéolytique. Ce milieu végétal doit donc être amélioré pour 
certaines souches afin d’obtenir une production de biomasse optimale pour de futurs essais de 
développement. 
 
¾ Production d’acide lactique 
 
Selon les souches, les quantités d’acide lactique produites par les 6 lactobacilles sélectionnés 
ont varié de 11 à 17 g/L d’acide lactique pour un milieu contenant à l’origine 20 g/L de 
glucose. Les résultats sont précisés dans le Tableau 32. BLL 9901 a produit moins d’acide 
lactique que les autres (11 g/L), alors que BLL 2004 et BLL 2008 en ont sécrété le plus (de 16 
à 17 g/L), et BLL 2005, BLL 2013 et BLL 2108 en ont produit en quantité intermédiaire (de 
13 à 14 g/L). Les souches ont permis une bonne acidification du milieu. 
 
¾ Résistance au métronidazole 
 
Les résistances des 6 souches de lactobacilles sélectionnées face au principal antibiotique 
utilisé contre la vaginose, le métronidazole, ont été déterminées par la méthode d’évaluation 
des concentrations minimales inhibitrices. Les souches ont toutes résisté pour des 
concentrations en métronidazole allant jusqu’à la dernière testée de 256 µg/mL : les souches 
sont donc résistantes à cet antibiotique. Afin de mieux caractériser les souches, d’autres 
antibiotiques peuvent être testés comme la clindamycine également utilisée pour le traitement 
d’infections vaginales [Hillier et al., 1999]. 
 
IV - 1.5. Discussion générale 
 
Les principales caractéristiques des 6 souches de lactobacilles finalement sélectionnées sont 
résumées dans le Tableau 32. 
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Tableau 32. Récapitulatif des caractéristiques des 6 souches de lactobacilles sélectionnés. 
   LACTOBACILLES VAGINAUX SELECTIONNES 
   BLL 9901 
BLL 
2004 
BLL 
2005 
BLL 
2008 
BLL 
2013 
BLL 
2108 
Identification % homologie Lb. sp. 
98% 
avec Lb. 
crispatus 
99% 
avec Lb. 
crispatus 
99% 
avec Lb. 
crispatus 
99% 
avec Lb. 
crispatus 
98% 
avec Lb. 
jensenii 
Production de 
peroxyde 
d’hydrogène 
score 4 - 5 4 - 5 4 - 5 4 - 5 4 - 5 4 - 5 
Adhésion % adhésion 47 41 55 64 63 9 
Production de 
substances 
inhibitrices 
diamètre moyen 
d’inhibition 
(mm) 
34 26 31 25 30 45 
Activité 
arginine 
désaminase 
présence de 
l’activité ADI - - - - - + 
Résistance 
à -80°C % résistance 100 100 100 100 100 100 
Croissance dans 
le milieu 
végétal 
capacité à croître 
par rapport au 
témoin MRS 
< > < > = = 
Production 
d’acide lactique 
lactate produit 
après 48h 
(g/L) 
11 16 13 17 14 13 
PR
IN
C
IP
A
U
X
 T
E
ST
S 
D
’O
B
JE
C
T
IV
A
T
IO
N
 
Résistance au 
métronidazole 
concentration 
minimale 
inhibitrice 
(µg/mL) 
> 256 > 256 > 256 > 256 > 256 > 256 
 
 
A partir des 40 isolats de lactobacilles présumés isolés de l’écosystème de femmes à flore 
saine, 6 souches appartenant à trois espèces distinctes ont été sélectionnées selon les 
principaux critères probiotiques généralement recherchés pour l’environnement vaginal. La 
stratégie de sélection des souches probiotiques, choisie dans notre étude, repose sur des 
critères simples et dont l’efficacité in vitro est bien reconnue. 
 
Le 1er critère choisi est la capacité à produire du peroxyde d’hydrogène. En effet, ce dernier 
est produit par la majorité des souches de lactobacilles isolées du vagin de femmes saines et 
est cytotoxique pour les pathogènes ne possédant pas le système catalase ou peroxydase 
[Eschenbach et al., 1989 ; Aroutcheva et al., 2001]. 
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Le 2ème critère choisi correspond à la capacité à adhérer à la muqueuse vaginale. En effet, 
l’adhésion des lactobacilles à la muqueuse est une étape nécessaire à la persistence temporaire 
des souches dans le vagin et à la formation d’une barrière contre les pathogènes présentant 
aussi la capacité d’adhérer à la muqueuse [Ocana and Nader-Macias, 2001]. 
 
Le 3ème critère choisi caractérise la capacité à inhiber des pathogènes représentatifs des 
infections urogénitales par différentes molécules produites par les lactobacilles mais non 
identifiées dans l’expérience. Ces dernières comprenant notamment le peroxyde d’hydrogène, 
l’acide lactique et les bactériocines, peuvent agir en synergie. En effet, l’acide lactique est le 
principal métabolite produit par fermentation lactique par les lactobacilles à partir d’un 
substrat glucidique (notamment le glycogène rencontré in vivo dans le milieu vaginal). 
L’acide lactique abaisse le pH et inactive le métabolisme des pathogènes acidosensibles 
[Boskey et al., 2001]. De plus, les bactériocines sont aussi efficaces contre les pathogènes : ce 
sont le plus souvent des peptides provoquant la lyse des bactéries par fixation spécifique sur 
les membranes des pathogènes [Ocana et al., 1999a]. La synergie entre ces molécules a été 
démontrée chez certains lactobacilles produisant du peroxyde d’hydrogène et synthétisant une 
bactériocine qui inhibe la catalase des gonocoques à pH acide, renforçant d’autant plus 
l’activité peroxydasique [Zheng et al., 1994]. 
 
Le 4ème et dernier critère choisi est la capacité à entrer en compétition avec les pathogènes en 
les privant de nutriments qui leurs sont essentiels comme l’arginine qui est métabolisée en 
polyamines (putrescine) par les germes pathogènes anaérobies de la vaginose bactérienne 
autres que G. vaginalis. Ainsi, les lactobacilles possédant l’enzyme arginine désaminase 
métabolisent l’arginine en citrulline et privent les pathogènes de cet acide aminé. Ce critère 
est original et encore peu utilisé [Famularo et al., 2001]. 
 
Notre sélection repose donc sur des critères simples et assez faciles à mettre en œuvre. Ces 
choix ne sont pas exhaustifs et d’autres critères auraient pu être choisis : 
• la production par les lactobacilles de biosurfactants qui créent une barrière contre les 
pathogènes et qui peuvent présenter aussi une activité antibactérienne [Velraeds et al., 1998], 
• l’adhésion des lactobacilles à la fibronectine qui empêchent les pathogènes de s’installer 
[Nagy et al., 1992], 
• la co-agrégation entre les lactobacilles et les pathogènes [Ocana and Nader-Macias, 2002]. 
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Cependant, l’efficacité in vivo de tous ces effets reste encore à démontrer. En effet, les études 
in vitro d’interactions des lactobacilles vis-à-vis des pathogènes sont très simplifiées. Et les 
conditions rencontrées in vivo ne permettent pas forcément le déploiement par les 
lactobacilles de certains de leurs mécanismes. Par exemple, dans le milieu vaginal, la 
disponibilité en oxygène est faible. Or les lactobacilles ont besoin d’oxygène pour produire du 
peroxyde d’hydrogène. Ainsi, la présence dominante de ces lactobacilles producteurs de 
peroxyde d’hydrogène et leur rôle dans l’écosystème vaginal sain sont encore peu expliqués 
[Ocana et al., 1999c]. 
 
 
Les 6 souches de lactobacilles sélectionnées appartiennent à trois espèces bien distinctes qui 
sont représentatives de la flore saine : Lb. crispatus, Lb. jensenii et probablement Lb. 
vaginalis pour la souche non clairement identifiée. Par contre, parmi ces 6 souches, aucune 
n’appartient aux deux espèces Lb. gasseri et Lb. iners également fréquemment rencontrées 
[Antonio et al., 1999 ; Falsen et al., 1999 ; Song et al., 1999 ; Vallor et al., 2001 ; Tarnberg et al., 2002]. 
 
Ce résultat peut s’expliquer par le milieu de culture employé pour la sélection. En effet, 
d’après Rabe et Hillier, le milieu MRS n’est pas adapté à la croissance de toutes les espèces 
de lactobacilles et notamment Lb. iners qui pousse préférentiellement sur le milieu Columbia 
additionné de sang de cheval [Rabe and Hillier, 2003]. Or pour notre étude, les isolements ont été 
effectués sur de la gélose « MRS modifié végétal » pour sélectionner de suite des souches se 
développant sur un milieu industriel et pour éviter d’utiliser des milieux contenant des 
produits d’origine animale assurant ainsi un gage de qualité face aux problèmes de 
transmission de virus et de prions. L’addition de sang dans le milieu d’isolement de notre 
étude n’était donc pas souhaitée. Par ailleurs, d’après les mêmes auteurs Rabe et Hillier, le 
milieu MRS ne permettrait pas une bonne détection du peroxyde d’hydrogène. En effet, la 
production de peroxyde d’hydrogène est améliorée en présence de magnésium. Or, dans le 
milieu MRS, le magnésium serait rendu indisponible à cause de phénomènes de complexation 
avec le citrate d’ammonium aussi présent. Les auteurs Rabe et Hillier (2003) préconisent donc 
d’utiliser un milieu à base de bouillon Brucella additionné de sérum de cheval sur lequel Lb. 
gasseri pousse mieux. 
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Notre étude a donc permis la sélection de plusieurs souches de lactobacilles à activité 
probiotique variée. Cette diversité est intéressante à valoriser dans un produit à base de 
probiotiques. En effet, il est préconisé de mettre trois à quatre souches différentes dans une 
formule afin d’augmenter les effets potentiels de ces souches in vivo [Lepargneur and Rousseau, 
2002]. Dans ce but, il est nécessaire, d’une part, de sélectionner d’autres souches et, d’autre 
part, de poursuivre l’évaluation des souches en approfondissant leurs aptitudes technologiques 
afin d’améliorer la production de biomasse et d’étudier leur résistance à la lyophilisation 
[Juarez et al., 2002] dans l’objectif d’une production de ces souches à l’échelle industrielle. Par 
ailleurs, il semble intéressant d’approfondir le caractère probiotique en étudiant la production 
de bactériocines [Aroutcheva et al., 2001], la capacité à sécréter des biosurfactants [Velraeds et al., 
1998], l’adhésion à la fibronectine [Nagy et al., 1992] et la co-agrégation [Ocana and Nader-Macias, 
2002]. Finalement, des essais cliniques sont obligatoires afin de valider les études in vitro et de 
démontrer des effets bénéfiques. 
 
 
Au cours de cette première étude, 6 souches de lactobacilles vaginaux potentiellement 
probiotiques ont été sélectionnées. Elles appartiennent à trois espèces bien distinctes. 
Pour la suite du projet, 3 de ces souches d’espèces différentes ont été retenues afin 
d’évaluer leur capacité à consommer des oligosaccharides potentiellement prébiotiques. 
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IV - 2. Sélection d’oligosaccharides prébiotiques au niveau vaginal 
 
Des fermentations de différents oligosacharides ont été réalisées en présence de souches de 
lactobacilles ou de microorganismes pathogènes urogénitaux dans le but de sélectionner les 
glucides assurant la croissance des lactobacilles mais pas celle des pathogènes. 
 
IV - 2.1. Présentation des oligosaccharides testés 
 
Quatre types d’oligosaccharides ont été choisis pour être évalués sur leur éventuel effet 
prébiotique vis-à-vis de la microflore vaginale : FOS Actilight, FOS Raftilose, GOS             
α-1,6/α-1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. Les structures de ces glucides sont décrites sur la 
Figure 27 et les profils chromatographiques sur la Figure 28. 
 
Les deux types de FOS étudiés sont des oligosaccharides commercialisés et leurs structures 
sont bien décrites dans la littérature [Roberfroid et al., 1998 ; Bornet et al., 2002]. Les proportions 
déterminées par chromatographie dans notre étude correspondent à celles référencées sur les 
fiches techniques des producteurs. Les FOS étudiés sont donc des mélanges 
d’oligosaccharides allant jusqu’à des DP 5 (les DP supérieurs sont présents mais en quantité 
négligeable) et dont les proportions de mono- et disaccharides sont de 5 % pour les FOS 
Actilight et 11 % pour les FOS Raftilose. Ces derniers contiennent deux types 
d’oligosaccharides constitués de résidus fructose liés en β-(2→1) avec ou non à une extrémité 
un résidu glucose lié en α-(1↔2)-β. Les oligosaccharides contenant l’extrémité glucose sont 
identiques à ceux des FOS Actilight et sont en faible proportion dans le mélange FOS 
Raftilose. 
 
Les GOS α-1,6/α-1,4 sont un mélange d’oligosaccharides qui ont été produits à GENIBIO en 
collaboration avec le groupe Ingénierie Enzymatique Moléculaire de l’INSA. Ils ont été 
synthétisés par la réaction d’accepteur décrite dans le paragraphe II–3.1. selon les 
caractéristiques présentées dans le Tableau 33. Le mélange est constitué d’oligosaccharides 
allant jusqu’au DP 11. Pour des raisons analytiques, seuls les DP allant jusqu’à 8 ont été 
analysés dans notre étude. Les DP supérieurs à 8 représentent 8 % du mélange. Les mono- et 
disaccharides sont présents à hauteur de 7 %. 
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Figure 27. Structures des 4 types d’oligosaccharides FOS Actilight, FOS Raftilose, GOS α-1,6/α-
1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. 
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Figure 28. Profils chromatographiques des 4 types d’oligosaccharides FOS Actilight, FOS 
Raftilose, GOS α-1,6/α-1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 et proportions (% p/p) de chaque DP 
(analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % ou méthanol 3 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection 
réfractométrie). 
FOS Actilight
[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2↔1)- α-D-Glcp
DP % 
1 & 2 5 
3 40 
4 45 
5 10 
 
FOS Raftilose
[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2→1)- β-D-Fruf[β-D-Fruf-(2→1)]n- β-D-Fruf-(2↔1)- α-D-Glcp
DP % 
1 & 2 11 
3 34 
4 34 
5 21 
 
GOS α-1,6/α-1,4
[α-D-Glcp-(1→6)]n- α-D-Glcp-(1→4)-D-Glcp
DP1
DP2
DP3
DP4
DP5
DP6
DP7
DP8
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4
[α-D-Glcp-(1→6)]n- α-D-Glcp-(1→4)-D-Glcp
avec ou sans liaison α-1,2
DP8 avec α-1,2DP7
DP8
DP6 DP7 avec α-1,2
DP5
DP6 avec α-1,2
DP5
avec
α-1,2
DP4
DP4
avec
α-1,2
DP1
DP2
DP3
DP1
DP2
DP3
DP4
DP5
DP1
DP2
DP3
DP4
DP5
DP % 
1 & 2 7 
3 5 
4 10 
5 24 
6 24 
7 13 
8 9 
9 5 
10 2 
11 1 
 
DP % 
1 & 2 10 
3 11 
4 avec α-1,2 5 
4 sans α-1,2 6 
5 avec α-1,2 17 
5 sans α-1,2 8 
6 avec α-1,2 15 
6 sans α-1,2 6 
7 avec α-1,2 15 
7 sans α-1,2 1 
8 avec α-1,2 5 
8 sans α-1,2 1 
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Les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 commercialisés sont un mélange d’oligosaccharides allant 
jusqu’au DP 8. Ils sont synthétisés par la réaction d’accepteur dont les caractéristiques sont 
décrites dans le Tableau 33. Le mélange est constitué de trois séries : 
• les oligosaccharides ne contenant que des liaisons α-(1→6) en plus de la liaison α-(1→4) 
à l’extrémité réductrice, 
• les oligosaccharides similaires à la série précédente mais avec une liaison α-(1→2) 
terminale à l’extrémité non réductrice, 
• les oligosaccharides similaires à la série précédente mais avec la liaison α-(1→2) au 
premier embranchement près de l’extrémité non réductrice. 
La première série est similaire aux GOS α-1,6/α-1,4 et représente 22 % des DP strictement 
supérieurs à 3 dans le mélange GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. Les deux autres séries ne sont pas 
différenciées sur le chromatogramme et constituent 57 % des DP strictement supérieurs à 3. 
Les mono- et disaccharides sont présents à hauteur de 10 %. 
 
Tableau 33. Caractéristiques des réactions d’accepteur pour la synthèse des GOS α-
1,2/α-1,6/α-1,4 et GOS α-1,6/α-1,4. 
GLUCOOLIGOSACCHARIDE DONNEUR ACCEPTEUR ENZYME LIAISONS 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 B-1299 (1) 
65 % α-(1→6) 
35 % α-(1→2) 
 5 % α-(1→3) 
GOS α-1,6/α-1,4 
saccharose maltose 
B-512F (2) 95 % α-(1→6) 5 % α-(1→3) 
(1) : glucane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 
(2) : glucane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F 
 
IV - 2.2. Croissance de lactobacilles vaginaux en présence de différents 
oligosaccharides 
 
¾ Comparaison des paramètres physiologiques de croissance 
 
Les suivis de croissance des 3 souches de lactobacilles sélectionnées en présence de chacun 
des oligosaccharides testés comme seule source de carbone glucidique sont représentés dans 
la Figure 29 et les principaux paramètres de croissance sont résumés dans le Tableau 34. 
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Figure 29. Suivis de croissance des 3 souches de lactobacilles vaginaux en présence des 
différents glucides (glucides testés à 10 g/L initialement : glucose, FOS Actilight, FOS Raftilose, GOS α-1,6/α-1,4 et 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée). 
BLL 2008  Lb. crispatus
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0 10 20 30 40 50
durée (h)
tu
rb
id
ité
 6
40
 n
m
 (d
ilu
tio
n 
1/
10
)
glucose sans glucide
GOS α-1,6/α-1,4 GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4
FOS Actilight FOS Raftilose
BLL 2108  Lb. jensenii
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0 10 20 30 40 50
durée (h)
tu
rb
id
ité
 6
40
 n
m
 (d
ilu
tio
n 
1/
10
)
BLL 9901  Lb. sp.
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0 10 20 30 40 50
durée (h)
tu
rb
id
ité
 6
40
 n
m
 (d
ilu
tio
n 
1/
10
)
IV – Résultats et Discussions 
   128
Tableau 34. Paramètres de croissance des 3 souches de lactobacilles vaginaux en présence des 
différents glucides (glucides testés à 10 g/L initialement : glucose, FOS Actilight, FOS Raftilose, GOS α-1,6/α-1,4 et GOS 
α-1,2/α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée). 
 PARAMETRES DE CROISSANCE 
  GLUCIDES Δmax T * G † Δmax pH ‡ 
glucose 0,598 00:48 2,2 
FOS Actilight 0,318 00:58 1,6 
FOS Raftilose 0,055 01:31 0,6 
GOS α-1,6/α-1,4 0,173 01:10 1,4 
BLL 9901 
Lb. sp. 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 0,208 01:30 1,3 
glucose 0,466 01:01 1,9 
FOS Actilight 0,274 01:00 1,4 
FOS Raftilose 0,083 01:24 0,6 
GOS α-1,6/α-1,4 0,344 01:10 1,6 
BLL 2008 
Lb. crispatus 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 0,262 01:13 1,2 
glucose 0,392 01:00 1,9 
FOS Actilight 0,236 01:01 1,3 
FOS Raftilose 0,083 01:15 0,3 
GOS α-1,6/α-1,4 0,262 01:01 1,8 L
A
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BLL 2108 
Lb. jensenii 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 0,345 01:06 1,3 
* Δmax T = variation maximale de turbidité à 640 nm comparée à la valeur initiale (mesure diluée au 1/10) 
† G = temps de génération (h:min) 
‡ Δmax pH = variation maximale de pH comparée à la valeur initiale 
 
Les témoins avec glucose ont montré de bonnes croissances comme l’indiquent les turbidités 
maximales qui varient de 0,4 à 0,6 (mesures diluées au 1/10) selon les souches. Par contre, les 
variations de turbidité des témoins sans glucide sont restées faibles et n’ont pas dépassé 0,05 
quelle que soit la souche. La source glucidique ajoutée dans le milieu MRS reconstitué a donc 
été consommée en priorité. 
 
Les souches ont montré des comportements variables en fonction des oligosaccharides 
apportés au milieu. En présence des FOS Raftilose, les croissances des 3 lactobacilles sont 
restées faibles. En présence des FOS Actilight, des GOS α-1,6/α-1,4 ou des GOS                 
α-1,2/α-1,6/α-1,4, les lactobacilles ont atteint un bon niveau de croissance avec toutefois 
quelques différences selon les souches. BLL 9901 a montré une bonne croissance en présence 
des FOS Actilight (G court, ΔmaxT élevé et ΔpH moyen) mais moins importante avec les deux 
types de GOS (G long, ΔmaxT moyen et ΔpH moyen). BLL 2008 et BLL 2108 ont présenté 
une bonne croissance avec les trois types d’oligosaccharides FOS Actilight, GOS α-
1,6/α-1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4, avec toutefois une meilleure acidification en présence 
des GOS α-1,6/α-1,4. 
IV – Résultats et Discussions 
   129
¾ Consommation des glucides 
 
Les mélanges d’oligosaccharides testés sont constitués d’un nombre variable de degré de 
polymérisation (DP). Ainsi, afin d’évaluer la consommation de chaque oligosaccharide 
présent dans les mélanges dans le but de voir si la taille affecte ou non cette hydrolyse, des 
analyses CLHP ont été effectuées. A cause de la complexité du milieu de fermentation dont 
certains constituants interfèrent avec les pics correspondant aux différents oligosaccharides, 
seuls les DP élevés ont pu être étudiés. Les résultats sont présentés dans le Tableau 35. 
 
Tableau 35. Pourcentage de consommation de chaque oligosaccharide des FOS et GOS 
par les 3 souches de lactobacilles vaginaux (glucides testés à 10 g/L initialement : glucose, FOS Actilight, 
FOS Raftilose, GOS α-1,6/α-1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée) (analyses 
par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie ou colonne 
Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
 LACTOBACILLES SELECTIONNES 
   BLL 9901 
Lb. sp. 
BLL 2008 
Lb. crispatus 
BLL 2108 
Lb. jensenii 
glucose - 100 100 100 
DP3 76 76 81 
DP4 ≤ 10 24 ≤ 10 FOS Actilight 
DP5 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP4 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
FOS Raftilose 
DP5 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP4 37 100 100 
DP5 ≤ 10 94 96 
DP6 ≤ 10 96 94 
DP7 ≤ 10 93 92 
GOS α-1,6/α-1,4 
DP8 ≤ 10 61 63 
DP4 39 80 100 
DP5 (α-1,2) ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP5 ≤ 10 71 100 
DP6 (α-1,2) ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP6 ≤ 10 36 86 
G
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GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 
DP7-DP8 ≤ 10 ≤ 10 47 
 
La consommation des substrats glucidiques est en accord avec les paramètres de croissance 
précédemment déterminés : 
• aucun des DP analysés des FOS Raftilose n’a été consommé par les 3 souches, 
• seul le DP 3 des FOS Actilight a été hydrolysé à hauteur de 80 % par les 3 souches, 
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• tous les DP des GOS α-1,6/α-1,4 ont été consommés par 2 des 3 souches (BLL 2008 et 
BLL 2108), 
• tous les DP des GOS α-1,6/α-1,4 présents dans le mélange GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4, c’est-
à-dire sans liaison α-1,2, ont été hydrolysés par 2 des 3 souches (BLL 2008 et BLL 2108). 
Par contre, la souche BLL 9901 consomme peu les 2 mélanges de GOS : seul le DP 4 sans 
liaison α-1,2 est hydrolysé à hauteur de 40 %. Par ailleurs, le DP 8 des GOS α-1,6/α-1,4 est 
consommé en plus faible proportion (60 %) que les DP inférieurs (95 %). 
 
L’oligosaccharide DP3 des FOS Actilight est bien consommé par les 3 souches de 
lactobacilles et les GOS α-1,6/α-1,4 de DP supérieurs à 4 par 2 des 3 souches. Ces 
oligosaccharides ont donc été retenus pour la suite de l’étude. 
 
Des prélèvements réalisés au cours des fermentations des 3 souches de lactobacilles en 
présence des FOS Actilight ou des GOS α-1,6/α-1,4 ont aussi été réalisés à différents temps 
afin de suivre l’évolution de la consommation de chaque DP. Les résultats sont représentés 
sur la Figure 30. 
 
Concernant les FOS Actilight, le DP 3 a été consommé rapidement par les 3 souches de 
lactobacilles à hauteur de 80 % entre 4 et 12 h de fermentation puis n’a pas été hydrolysé au 
cours des 36 h suivantes. Les DP 4 et DP 5, au contraire, sont très peu consommés pendant les 
48 heures. Ainsi, seul le DP 3 des FOS Actilight est consommé par les lactobacilles 
vaginaux testés. 
 
Concernant les GOS α-1,6/α-1,4, tous les DP analysés sont consommés en même temps par 
BLL 2008 et BLL 2108 avec une légère préférence pour les DP 4 et DP 5. Ils sont en outre 
dégradés d’une manière progressive au cours des 48 heures de fermentation : ils sont 
hydrolysés à hauteur de 10 % à 4 heures, puis de 50 à 60 % à 12 heures, de 75 à 80 % à 24 
heures pour atteindre 95 % à 48 heures. Par contre, la consommation des GOS α-1,6/α-1,4 est 
lente et reste très faible pour BLL 9901. Ainsi, tous les DP analysés des GOS α-1,6/α-1,4 
sont hydrolysés en même temps par les 2 souches de lactobacilles BLL 2008 et BLL 
2108. 
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Figure 30. Evolution de la consommation des différents oligosaccharides présents dans les 2 
types d’oligosaccharides sélectionnés par les 3 souches de lactobacilles vaginaux (glucides testés à 
10 g/L initialement : FOS Actilight et GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée) (analyses par CLHP : 
colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 %  (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie). 
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¾ Analyse de l’acide lactique produit 
 
Les glucides consommés par les lactobacilles sont principalement fermentés en acide lactique 
excrété dans le milieu. Des dosages de lactate ont ainsi été réalisés en début et fin de culture : 
les concentrations sont présentées dans le Tableau 36. 
 
Tableau 36. Caractéristiques d’acidification lors des croissances des 3 souches de 
lactobacilles vaginaux en présence des 2 types d’oligosaccharides sélectionnés (glucides testés 
à 10 g/L initialement : FOS Actilight et GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition aérobiose modérée). 
 CARACTERISTIQUES D’ACIDIFICATION 
  GLUCIDE Δmax pH * [D-lactate] 
† 
g/L 
[L-lactate] † 
g/L 
[D+L-lactate] † 
g/L 
glucose 2,2 5,5 5,4 10,9 
FOS Actilight 1,6 2,1 2,0 4,1 
BLL 9901 
Lb. sp. 
GOS α-1,6/α-1,4 1,4 1,7 2,2 3,9 
glucose 1,9 6,0 4,7 10,7 
FOS Actilight 1,4 1,7 1,6 3,3 
BLL 2008 
Lb. crispatus 
GOS α-1,6/α-1,4 1,6 4,3 3,0 7,3 
glucose 1,9 9,1 0,0 9,1 
FOS Actilight 1,3 3,3 0,0 3,3 
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BLL 2108 
Lb. jensenii 
GOS α-1,6/α-1,4 1,8 7,6 0,0 7,6 
* Δmax pH = variation maximale de pH comparée à la valeur initiale 
† [D-lactate] ou [L-lactate] = concentration en lactate de forme D ou L en fin de fermentation (g/L) 
 
Quel que soit le glucide, BLL 9901 Lb. sp. et BLL 2008 Lb. crispatus ont produit les formes 
D- et L-lactate en mélange quasi-racémique. Par contre, BLL 2108 Lb. jensenii n’a sécrété 
que la forme D-lactate. Ces résultats sont conformes avec les données bibliographiques 
correspondant à l’identification des espèces pour BLL 2008 et BLL 2108 [Dellaglio et al., 1994]. 
 
Tous les glucides étaient initialement à 10 g/L dans les milieux de culture. Les teneurs en 
lactate produit ont varié en fonction des glucides fermentés avec des valeurs de l’ordre de : 
• 10 g/L pour le glucose quelles que soient les souches 
• 7,5 g/L pour les GOS α-1,6/α-1,4 lorsqu’ils sont bien consommés (cas de BLL 2008 et 
BLL 2108) et 4 g/L lorsqu’ils sont peu consommés (cas de BLL 9901) 
• 3,5 g/L pour les FOS Actilight par les 3 souches. 
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Les lactobacilles catabolisent les glucides via des voies métaboliques relativement simples. Le 
glucose est directement utilisé pour la fermentation lactique. Le fructose suit la même voie 
métabolique après transformation en fructose-6-P. Pour les souches homofermentaires, 1 mole 
de glucose produit au minimum 1,8 moles d’acide lactique. Pour les souches 
hétérofermentaires, 1 mole de glucose permet la synthèse d’au minimum 1 mole d’acide 
lactique. En effet, d’autres molécules sont produites en parallèle comme de l’acide acétique 
ou de l’éthanol. Ainsi, il est possible d’estimer la teneur en lactate théoriquement produit à 
partir des différents GOS et FOS en tenant compte des proportions et des pourcentages de 
consommation par les 3 lactobacilles de chacun des DP dans les mélanges d’oligosaccharides. 
Un exemple de calcul de la concentration en lactate théoriquement produit par BLL 2008 à 
partir des 10 g/L de FOS Actilight est décrit dans le Tableau 37. 
 
Tableau 37. Exemple de calcul de la concentration de lactate théoriquement produit lors 
de la fermentation des FOS Actilight à 10 g/L initialement par BLL 2008. 
 FOS Actilight fermentés par BLL 2008 Lb. crispatus 
Degré de polymérisation DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 
Proportion dans le mélange 
d’oligosaccharides (%) (1) 5 40 45 10 
Concentration initiale 
dans le milieu (g/L) (2) 0,5 4,0 4,5 1,0 
180 342 Masse molaire (g/mole) (3)     261 (4) 504 666 828 
Teneur initiale dans le milieu en 
équivalent monosaccharide (mole/L) (5) 2,9.10
-3 23,8.10-3 27,0.10-3 6,0.10-3 
Pourcentage de consommation (%) (6) 100 76 24 0 
Teneur consommée 
en équivalent monosaccharide (mole/L) 2,9.10
-3 18,1.10-3 6,5.10-3 0 
Teneur totale consommée 
en équivalent monosaccharide (mole/L) 27,5.10
-3 
Teneur théorique 
en lactate produit (mole/L) (7) 49,4.10
-3 
Concentration théorique 
de lactate produit (g/L) (8) 4,4 
(1) proportions décrites dans la Figure 28 
(2) apport de FOS Actilight à 10 g/L initialement dans le milieu 
(3) la masse molaire du fructose est de 180 g/mole et la formation d’une liaison osidique entre 2 résidus 
glucidiques libère 1 molécule d’eau à 18 g/mole 
(4) valeur moyenne de la masse molaire pour DP1 et DP2 
(5) teneur initiale en équivalent monosaccharide = teneur intiale du DP / masse molaire du DP * nombre de 
résidus monosaccharides 
(6) % de consommation de chaque DP décrits dans le Tableau 35 en estimant à 100 % ceux des DP1 et DP2 
(7) BLL 2008 Lb. crispatus est homofermentaire : 1 mole de monosaccharide donne 1,8 moles de lactate 
(8) masse molaire du lactate à 90 g/mole 
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Les teneurs en lactate théoriquement produit ont été calculées de la même manière pour les 3 
souches lors des fermentations des FOS Actilight et des GOS α-1,6/α-1,4 en sachant que : 
• BLL 2008 et BLL 2108 produisent au minimum 1,8 moles d’acide lactique à partir d’1 
mole de glucose car d’après leurs identifications, elles sont homofermentaires 
• BLL 9901 produit forcément au minimum 1 mole d’acide lactique à partir d’1 mole de 
glucose puisque son identification incomplète ne nous permet pas de la classer en homo- 
ou hétérofermentaire. 
Les teneurs en lactate théoriquement et réellement produit sont indiquées dans le Tableau 38. 
 
Tableau 38. Teneurs en lactate théoriquement et réellement produit lors des 
fermentations des FOS Actilight et GOS α-1,6/α-1,4 par les 3 lactobacilles vaginaux. 
 GLUCIDE 
[Lactate] théorique 
minimale pour le cas 
hétérofermentaire 
(g/L) 
[Lactate] théorique 
minimale pour le cas 
homofermentaire 
(g/L) 
[Lactate] réel 
(g/L) 
glucose 5,0 9,0 10,9 
FOS Actilight 1,9 3,4 4,1 BLL 9901 Lb. sp. 
GOS α-1,6/α-1,4 0,8 1,5 3,9 
glucose - 9,0 10,7 
FOS Actilight - 4,4 3,3 BLL 2008 Lb. crispatus 
GOS α-1,6/α-1,4 - 8,6 7,3 
glucose - 9,0 9,1 
FOS Actilight - 3,6 3,3 BLL 2108 Lb. jensenii 
GOS α-1,6/α-1,4 - 8,6 7,6 
 
Les teneurs en lactate réellement produit par la souche BLL 9901 sont plus proches des 
valeurs théoriques dans le cas homofermentaire. Cette souche semble réaliser des 
fermentations homolactiques. Les souches homofermentaires BLL 2008 et BLL 2108 ont 
produit jusqu’à 25 % de lactate en moins que les valeurs théoriquement attendues par rapport 
au glucose produit. Il semble que les monosaccharides issus de l’hydrolyse des 
oligosaccharides ne soient pas métabolisés en totalité par les souches ou que leurs voies 
métaboliques soient modifiées. 
 
En effet, les lactobacilles peuvent présenter un profil de fermentation tout à fait différent en 
fonction des contraintes nutritionnelles. Ainsi, l’apport d’un glucide complexe peut modifier 
les flux en perturbant la vitesse du métabolisme, en accumulant certains substrats à l’intérieur 
de la cellule ou en déviant les voies métaboliques. Cocaign-Bousquet et al. ont montré en 
1996 que, dans des conditions particulières comme l’apport de sources glucidiques nouvelles, 
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les bactéries lactiques homofermentaires peuvent présenter un métabolisme mixte, caractérisé 
par la production d’acide lactique, d’acide acétique, d’éthanol et d’acide formique. Une 
analyse plus approfondie des acides organiques produits permettrait de faire un bilan des 
fermentations en présence de glucose et en présence des oligosaccharides afin de comparer les 
changements de profils fermentaires. 
 
IV - 2.3. Croissance de pathogènes avec les 2 types d’oligosaccharides 
sélectionnés 
 
Les 2 types d’oligosaccharides sélectionnés FOS Actilight et GOS α-1,6/α-1,4, ont été mis 
chacun en présence de trois microorganismes pathogènes urogénitaux (Candida albicans, 
Escherichia coli et Gardnerella vaginalis) dans leur bouillon standard de croissance. Des 
suivis de turbidité ont permis de suivre la croissance des souches. En absence de glucide, les 
turbidités sont restées faibles (inférieures à 0,05) sauf pour G. vaginalis. En effet, cette 
dernière est une souche qui nécessite un milieu riche pour croître avec notamment un ajout de 
sang. La source glucidique apportée au milieu n’est pas consommée en priorité. Des 
prélèvements ont été analysés par CLHP dont les résultats sont présentés dans le Tableau 39. 
 
Tableau 39. Pourcentage de consommation de chaque oligosaccharide présent dans les 2 
types d’oligosaccharides sélectionnés par 3 pathogènes urogénitaux (glucides testés à 10 g/L 
initialement : glucose, FOS Actilight et GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose modérée pour C. 
albicans et E. coli ou d’anaérobiose stricte pour G. vaginalis) (analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 
% (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie ou colonne Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min 
/ détection réfractométrie). 
 MICROORGANISMES PATHOGENES 
   C. albicans 
ATCC 2091 
E. coli 
CIP 548T 
G. vaginalis 
CIP 7074T 
glucose - 93 52 ≤ 10 
DP3 ≤ 10 21 ≤ 10 
DP4 ≤ 10 19 ≤ 10 FOS Actilight 
DP5 ≤ 10 14 ≤ 10 
DP4 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP5 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP6 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
DP7 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
G
L
U
C
ID
E
S 
GOS α-1,6/α-1,4 
DP8 ≤ 10 ≤ 10 ≤ 10 
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C. albicans n’a pas consommé les oligosaccharides des FOS Actilight et des GOS α-1,6/α-1,4 
analysés, tandis que le glucose a été fortement métabolisé. 
 
La teneur en glucose consommée par E. coli est de 50 % à partir des 10 g/L proposés : cette 
souche semble avoir des besoins glucidiques moins importants. Les FOS Actilight sont 
légèrement consommés, mais les GOS α-1,6/α-1,4 pas du tout. 
 
G. vaginalis n’a consommé ni le glucose, ni les oligosaccharides. 
 
Ainsi, aucun des pathogènes testés n’est capable de métaboliser les oligosaccharides des 
GOS α-1,6/α-1,4. Par contre, une souche sur les trois, E. coli, hydrolyse tous les 
oligosaccharides des FOS Actilight en quantité toutefois limitée, alors que les autres n’en 
sont pas capables. 
 
IV - 2.4. Consommation des oligosaccharides sélectionnés par différentes 
souches lactiques 
 
Des fermentations avec chacun des 2 types d’oligosaccharides sélectionnés FOS Actilight et 
GOS α-1,6/α-1,4 ont été réalisées pour : 
• 7 souches industrielles d’espèces déjà recensées dans l’écosystème vaginal de femmes 
saines (BL 2027 Lb. acidophilus NCFM, BL 2306 Lb. acidophilus La5, BL 2202           
Lb. paracasei, BL 2203 Lb. plantarum, BL 2206 Lb. rhamnosus, BL 2201 Lb. salivarius 
et BL 2302 Bf. longum), 
• les 6 souches de lactobacilles vaginaux préalablement sélectionnées (BLL 9901 Lb. sp., 
BLL 2004 Lb. crispatus, BLL 2005 Lb. crispatus, BLL 2008 Lb. crispatus, BLL 2013   
Lb. crispatus et BLL 2108 Lb. jensenii), 
• 1 souche de la collection de l’Institut Pasteur appartenant à une des espèces de la flore 
vaginale cités dans la bibliographie mais non isolée dans cette présente étude (BLL 2408 
Lb. gasseri). 
 
Des prélèvements en début et fin de fermentation ont permis d’évaluer la consommation de 
chaque DP des mélanges d’oligosaccharides et les résultats sont décrits dans la Figure 31 
pour les FOS Actilight et dans la Figure 32 pour les GOS α-1,6/α-1,4. 
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Figure 31. Pourcentages de consommation des différents oligosaccharides des FOS Actilight 
par des souches lactiques industrielles et des souches de lactobacilles vaginaux (glucides testés à 10 
g/L initialement : FOS Actilight) (incubation : 48 h en condition d’anaérobiose stricte) (analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil 
/ éluant TFA 0,1 %  (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32. Pourcentages de consommation des différents oligosaccharides des GOS α-1,6/α-
1,4 par des souches lactiques industrielles et des souches de lactobacilles vaginaux (glucides testés 
à 10 g/L initialement : GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’anaérobiose stricte) (analyses par CLHP : colonne C18 
Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie). 
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Concernant les FOS Actilight, 3 souches industrielles sur 7 (BL 2203, BL 2201 et BL 2302) 
n’ont consommé quasiment que le DP 3 alors que c’est aussi le cas pour les 7 souches 
vaginales testées. Par contre, les 4 souches industrielles restantes (BL 2027, BL 2306, BL 
2202 et BL 2206) ont métabolisé tous les DP. 
 
Concernant les GOS α-1,6/α-1,4, 3 souches industrielles sur 7 (BL 2202, BL 2206 et BL 
2302) et 5 souches vaginales sur 7 (BLL 2004, BLL 2005, BLL 2008, BLL 2108 et BLL 
2408) ont consommé tous les DP analysés de 4 à 7. Par ailleurs, les 4 souches vaginales 
appartenant à l’espèce Lb. crispatus (BLL 2004, BLL 2005, BLL 2008 et BLL 2013) n’ont 
pas consommé toutes de la même manière les GOS α-1,6/α-1,4 : BLL 2013 a peu hydrolysé 
ces oligosaccharides alors que les 3 autres souches les ont métabolisés quasiment en totalité. 
La consommation de ces oligosaccharides n’est donc pas espèce-dépendant mais souche-
dépendant. 
 
Ainsi, la seule consommation du DP 3 des FOS Actilight semble être une caractéristique 
des lactobacilles vaginaux testés tandis que la majorité de ces bactéries lactiques 
consomment l’ensemble des GOS α-1,6/α-1,4 jusqu’au DP 7. 
 
 
IV - 2.5. Discussion générale 
 
Notre étude est la première portant sur l’identification d’oligosaccharides prébiotiques pour la 
flore vaginale. En effet, Reid en 1998 a proposé l’idée d’ajouter des nutriments pour 
améliorer la croissance de microorganismes de la microflore vaginale sans pour autant 
préconiser l’utilisation d’oligosaccharides à activité prébiotique. 
 
Une substance prébiotique stimule la flore bénéfique et n’est pas métabolisée par la flore 
pathogène. Ainsi, des fermentations de microorganismes représentatifs de l’écosystème 
vaginal sain ou perturbé ont été réalisées en présence de différents FOS et GOS. L’aspect 
novateur de notre étude a porté sur le suivi de la consommation des différents DP des 
composants des mélanges et a permis de sélectionner deux populations d’oligosaccharides 
semblant présenter un caractère bénéfique : le DP3 des FOS Actilight et les GOS α-1,6/α-1,4 
de DP supérieurs ou égaux à 4. 
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L’intérêt de notre étude porte plus particulièrement sur la sélection de la structure DP 3 des 
FOS Actilight. Kaplan et Hutkins en 2000 ont montré que 12 souches de lactobacilles sur 16 
étaient capables de fermenter les FOS Actilight, et une analyse plus poussée sur une souche a 
montré que seuls les DP 3 et DP 4 étaient hydrolysés. Mais ces résultats sont à nuancer car 
ces essais ont été effectués sur un mélange dont la teneur en DP 3 était égale à celle en DP 4 
et bien plus importante que celle en DP 5. Ainsi, les DP 3 et DP 4 étaient suffisamment 
concentrés pour être métabolisés en priorité par rapport au DP 5. 
 
Kaplan et Hutkins ont poursuivi leur étude et ont mis en évidence en 2003 la présence d’un 
système de transport spécifique aux FOS Actilight chez une souche de lactobacille. Ainsi, 
chez les lactobacilles vaginaux sélectionnés, la consommation spécifique et exclusive du DP 3 
peut s’expliquer par la présence d’un éventuel système de transport incapable de prendre en 
charge les DP 4 et plus. Par ailleurs, dans le cas où les souches possèderaient un système de 
transport efficace, cette consommation spécifique et exclusive du DP 3 peut aussi s’expliquer 
par la présence d’une enzyme hydrolysant les liaisons α-(1↔2)-β et par l’absence d’une 
enzyme dégradant les liaisons β-(2→1) présentes entre deux résidus fructose. Cette hypothèse 
serait confirmée par le fait que les oligosaccharides des FOS Raftilose, composés 
essentiellement de résidus fructose liés en β-(2→1), ne sont pas hydrolysés. Pour expliquer 
que seul le DP 3 soit consommé, l’enzyme hydrolysant les liaisons α-(1↔2)-β ne pourrait pas 
s'attaquer aux DP supérieurs à 3 en raison d’un encombrement stérique lié à l’enchaînement 
de résidus fructose. 
 
L’intérêt de notre étude porte aussi sur la sélection des structures supérieures ou égales à DP 4 
des GOS α-1,6/α-1,4. Cette spécificité d’hydrolyse semble être due aux types de liaisons 
osidiques plus ou moins reconnues par l’enzyme de dégradation. En effet, les 
oligosaccharides du mélange GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 différant des GOS α-1,6/α-1,4 par la 
présence d’une liaison α-(1→2), ne sont pas consommés. La liaison α-(1→2) étant peu 
répandue dans la nature, les lactobacilles n’ont pas l’équipement enzymatique capable de la 
dégrader. Par ailleurs, les GOS α-1,6/α-1,4 sont particulièrement intéressants pour une 
application vaginale par la présence des liaisons α-(1→6) et α-(1→4). En effet, in vivo, la 
source glucidique majoritaire du vagin est le glycogène. Ce dernier est un polymère de résidus 
glucose liés en α-(1→4) avec des branchements α-(1→6) tous les 10 résidus environ [Owen 
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and Katz, 1999]. Dans le milieu vaginal, il peut être hydrolysé, en synergie ou non, par les 
cellules de l’épithélium et par les lactobacilles [Boskey et al., 2001]. Ainsi, ces derniers semblent 
avoir adapté leur équipement enzymatique afin d’hydrolyser les deux types de liaisons 
osidiques α-(1→6) et α-(1→4) présentes dans leur environnement. 
 
Cependant, seuls les DP allant jusqu’à 8 des GOS α-1,6/α-1,4 ont pu être analysés dans notre 
étude. Or le DP 8 est moins bien consommé que les DP inférieurs à 8. Il serait intéressant de 
réaliser les mêmes analyses pour les DP supérieurs à 8 afin de voir si la taille plus élevée des 
GOS limiterait leur consommation par les lactobacilles. 
 
 
Ainsi, deux types d’oligosaccharides semblent présenter de bonnes propriétés prébiotiques 
pour l’application vaginale : le DP3 des FOS Actilight et les GOS α-1,6/α-1,4 de DP 
supérieurs ou égaux à 4. Cependant, les différents DP des FOS Actilight sont légèrement 
métabolisés par la souche testée d’E. coli. De plus, seule la structure DP3 des FOS Actilight 
est intéressante alors que la quasi-totalité des GOS α-1,6/α-1,4 sont utiles. Afin d’améliorer 
l’efficacité prébiotique des FOS Actilight, la purification des DP3 pourrait être envisagée 
mais induirait un coût non négligeable. Ainsi les GOS α-1,6/α-1,4 sont plus intéressants pour 
être utilisés en tant que prébiotiques au niveau vaginal. Ces résultats de fermentation ont été 
validés avec plusieurs souches de lactobacilles ; cependant, il est nécessaire de les confirmer 
en présence d’autres souches représentatives notamment de la flore pathogène urogénitale. 
Des tests in vivo sont aussi à envisager sur des animaux dont la flore vaginale se rapprocherait 
de celle des femmes ou directement sur des patientes. 
 
 
Au cours de cette deuxième partie de notre étude, deux types d’oligosaccharides 
potentiellement prébiotiques vis-à-vis de la flore vaginale ont été sélectionnés : les FOS 
Actilight et les GOS α-1,6/α-1,4. Pour la suite du projet, une attention plus particulière a 
été portée sur les GOS α-1,6/α-1,4 afin de comprendre les mécanismes permettant leur 
hydrolyse par les lactobacilles et pas par les pathogènes. 
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IV - 3. Mise en évidence d’une activité α-glucosidase dégradant les 
GOS α-1,6/α-1,4 
 
L’étude précédente a permis de montrer que les GOS α-1,6/α-1,4 sont bien consommés par 5 
des 7 souches de lactobacilles vaginaux testés mais pas par les souches pathogènes testées. 
Afin de comprendre cette spécificité, des études ont été réalisées avec des 
glucooligosaccharides de structures proches des GOS α-1,6/α-1,4 qui diffèrent soit par le type 
de liaison osidique (α-(1→6), α-(1→4) et α-(1→2)), soit par leur extrémité réductrice 
(glucose ou anhydrofructose). 
 
IV - 3.1. Structures testées 
 
Les différents glucooligosaccharides testés ont été produits grâce à une collaboration entre 
GENIBIO et le groupe Ingénierie Enzymatique Moléculaire (IEM) de l’INSA. Ils ont été 
synthétisés par la réaction d’accepteur décrite dans le paragraphe II–3.1. selon les 
caractéristiques présentées dans le Tableau 40. En fonction de l’accepteur ou de l’enzyme 
utilisée, les structures des oligosaccharides sont différentes. 
 
Tableau 40. Caractéristiques des réactions d’accepteur pour la synthèse des 
glucooligosaccharides. 
GLUCOOLIGOSACCHARIDES DONNEUR ACCEPTEUR ENZYME LIAISONS 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 
glucane-
saccharase 
B-1299 (1) 
65 % α-(1→6)
35 % α-(1→2)
 5 % α-(1→3)
GOS α-1,6/α-1,4 
maltose 
AFGOS α-1,6 anhydrofructose
GOS α-1,6 glucose 
glucane-
saccharase 
B-512F (2) 
95 % α-(1→6)
5 % α-(1→3) 
GOS α-1,4 
saccharose 
maltose amylosaccharase (3) 
94 % α-(1→4)
6 % α-(1→6) 
(1) : glucane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 
(2) : glucane-saccharase de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F 
(3) : amylosaccharase de Neisseria polysaccharea 
 
Les GOS α-1,6/α-1,4 sont des oligosaccharides constitués d’enchaînements de glucose avec 
une liaison α-(1→4) à l’extrémité réductrice suivie de liaisons α-(1→6). Les GOS α-1,2/α-
1,6/α-1,4 diffèrent des GOS α-1,6/α-1,4 par la présence dans le mélange d’oligosaccharides 
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contenant une liaison α-(1→2) à l’extrémité non réductrice ou à proximité. Ces 2 types 
d’oligosaccharides ont déjà été décrits dans le paragraphe IV-2.1. et leurs structures, ainsi que 
leurs profils chromatographiques sont présentés dans les Figures 27 et 28. 
 
Les isomaltooligosaccharides GOS α-1,6 sont un mélange d’oligosaccharides ne contenant 
que des liaisons α-(1→6) et dont les enchaînements varient jusqu’au DP 11, avec présence de 
mono- et disaccharides à hauteur de 1 %. Pour des raisons analytiques, seuls les DP jusqu’à 8 
ont été analysés dans notre étude. Leur synthèse se fait avec la même enzyme que pour les 
GOS α-1,6/α-1,4 mais avec comme accepteur du glucose : cette réaction est moins efficace 
qu’avec du glucose. Les GOS α-1,6 ont été purifiés par chromatographie d’exclusion sur 
résines échangeuses de cations. Les maltooligosaccharides GOS α-1,4 sont un mélange 
d’oligosaccharides ne contenant que des liaisons α-(1→4) et qui ont été purifiés par 
chromatographie d’exclusion afin de concentrer les DP élevés allant de DP 6 à DP 14. 
 
Les anhydrofructoglucooligosaccharides AFGOS α-1,6 sont synthétisés à partir de l’accepteur 
1,5-anhydro-D-fructose et ont été étudiés dans le cadre du projet européen « NEPSA » (New 
Products from Starch Derived 1,5-Anhydro-D-Fructose) auquel participent GENIBIO et le 
groupe IEM. Ce projet a pour objectif de valoriser l’anhydrofructose (AF), glucide à fort 
pouvoir réducteur qui en milieu aqueux et à pH acide est principalement sous la forme diol. 
L’équilibre est décrit dans la Figure 33. La synthèse des AFGOS α-1,6 se fait à partir de la 
forme (2) de l’AF. Les conditions de synthèse choisies pour les AFGOS α-1,6 de l’étude ont 
aussi permis la synthèse de GOS α-1,6 contaminant. Par ailleurs, les produits de la réaction 
ont été purifiés par chromatographie d’exclusion afin d’isoler les DP souhaités, mais les 
mono- et disaccharides sont présents à hauteur de 25%. 
 
 
 
 
 
Figure 33. Equilibre en milieu aqueux de l’anhydrofructose. 
 
Les structures et les profils chromatographiques de ces 3 types d’oligosaccharides GOS α-1,6, 
GOS α-1,4 et AFGOS α-1,6 sont présentés dans les Figures 34 et 35. 
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Figure 34. Structures des différents glucides testés glucose, anhydrofructose, maltose, isomaltose, 
maltotriose, isomaltotriose, panose, GOS α-1,6, GOS α-1,4 et AFGOS α-1,6. 
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Figure 35. Profils chromatographiques des 3 types d’oligosaccharides GOS α-1,6, GOS 
α-1,4 et AFGOS α-1,6 et proportions (% p/p) de chaque DP (analyses par CLHP : colonne C18 
Prontosil / éluant TFA 0,1 % ou méthanol 3 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie). 
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Par ailleurs, les GOS α-1,6/α-1,4 ont aussi été étudiés en comparaison avec des glucides de 
plus petite taille : 
• monosaccharide glucose, 
• disaccharides maltose et isomaltose, 
• trisaccharides maltotriose, isomaltose et panose. 
Ces structures sont décrites dans la Figure 34. 
 
 
IV - 3.2. Spécificité d’utilisation des oligosaccharides en fonction de la 
liaison osidique 
 
Des fermentations par des lactobacilles vaginaux, ainsi que par des pathogènes urogénitaux, 
ont été réalisées en présence de mono-, di-, tri- ou oligosaccharides dont les types de liaisons 
osidiques α-(1→4) et α-(1→6) varient d’un glucide à l’autre. Les pourcentages de 
consommation de chacun de ces glucides après 48 h de fermentations sont représentés dans la 
Figure 36 pour les deux lactobacilles vaginaux BLL 2008 et BLL 2108, et dans la Figure 37 
pour les deux pathogènes urogénitaux C. albicans et E. coli. 
 
Les souches de lactobacilles vaginaux BLL 2008 et BLL 2108 ont consommé les glucides 
possédant les liaisons α-(1→4) et/ou α-(1→6) à hauteur de 70 à 95 % quelle que soit leur 
taille. BLL 2008 consomme plus efficacement les oligosaccharides contenant des liaisons    
α-(1→4) alors qu’aucune préférence notable entre les deux types de liaisons n’a été 
remarquée pour BLL 2108. Il est à noter que ces cultures n’ont été réalisées pour la plupart 
qu’une fois et les conditions de fermentations utilisées au cours de cette expérience (petit 
volume et anaérobiose stricte) sont différentes de celles pour les cultures décrites dans le 
chapitre précédent IV- 2. (grand volume et aérobiose modérée). Ceci permettrait d’expliquer 
les différences de pourcentages de consommation des GOS α-1,6/α-1,4 observées entre les 
deux expériences, notamment pour BLL 2108. Les lactobacilles vaginaux testés possèdent 
donc l’équipement capable d’assurer un éventuel transport de ces molécules et 
d’hydrolyser les deux types de liaisons α-(1→4) et α-(1→6), confirmant ainsi les résultats 
du chapitre IV- 2. précédent. 
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Figure 36. Pourcentages de consommation de mono-, di-, tri- et oligosaccharides par 2 
souches de lactobacilles vaginaux (glucides testés à 10 g/L initialement : glucose, maltose, isomaltose, 
maltotriose, isomaltotriose, panose, GOS α-1,4, GOS α-1,6 et GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition 
d’anaérobiose stricte) (analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection 
réfractométrie ou colonne Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
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Figure 37. Pourcentages de consommation de mono-, di-, tri- et oligosaccharides par 2 
pathogènes C. albicans et E. coli (glucides testés à 10 g/L initialement : glucose, maltose, isomaltose, 
maltotriose, isomaltotriose, panose, GOS α-1,4, GOS α-1,6 et GOS α-1,6/α-1,4) (incubation : 48 h en condition d’aérobiose) 
(analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie ou 
colonne Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
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Les essais ont aussi été réalisés avec les pathogènes urogénitaux C. albicans ATCC 2091 et E. 
coli CIP 548T. 
 
La souche de C. albicans a consommé tous les glucides contenant uniquement les liaisons    
α-(1→4) quelle que soit la taille de ces substrats. Mais il n’a consommé efficacement que les 
disaccharides parmi les glucides contenant les liaisons α-(1→6). En effet, à partir des 
trisaccharides, dès qu’une liaison α-(1→6) était présente, le glucide a moins bien été 
consommé. Ainsi, la souche de C. albicans testée possède l’équipement capable d’assurer 
l’éventuel transport et l’hydrolyse des molécules contenant uniquement des liaisons      
α-(1→4) et des petites molécules ne contenant qu’une seule liaison α-(1→6). Par contre, la 
présence de plusieurs liaisons α-(1→6) empêcherait la reconnaissance de ces molécules par 
un possible encombrement stérique. 
 
La souche d’E. coli possède moins de besoins glucidiques que les autres souches testées, car 
le glucose n’a été consommé qu’à hauteur de 50 %. Concernant les oligosaccharides, elle n’a 
été capable d’utiliser que ceux contenant des liaisons α-(1→4). Ainsi, la souche d’E. coli 
testée ne possèderait pas l’équipement permettant le transport et/ou l’hydrolyse des 
glucides contenant des liaisons α-(1→6). 
 
 
Les GOS α-1,6/α-1,4 ont été sélectionnés précédemment en tant que prébiotique potentiel 
vis-à-vis de la microflore vaginale grâce à une étude sur les structures de DP supérieurs ou 
égaux à 4. Les résultats de ces fermentations sur les oligosaccharides de plus petite taille 
montrent que les DP 2 et DP 3 peuvent être consommés par certains microorganismes 
pathogènes, comme la souche de C. albicans testée. Ces essais prouvent donc l’intérêt de 
purifier les GOS α-1,6/α-1,4 en éliminant les mono-, di- et trisaccharides qui ne 
présentent pas de propriétés prébiotiques. 
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IV - 3.3. Localisation de la dégradation des GOS α-1,6/α-1,4 au sein des 
lactobacilles vaginaux 
 
Afin de déterminer la localisation des enzymes responsables de la dégradation des GOS       
α-1,6/α-1,4 au sein des souches de lactobacilles vaginaux, les cellules issues de cultures de 
BLL 2008 ou de BLL 2108 ont été cassées selon le protocole suivant : 
• récupération du surnageant de culture par une centrifugation de puissance intermédiaire à 
2800 g, 
• hydrolyse de la paroi des cellules bactériennes par le lysozyme, puis séparation des débris 
pariétaux du protoplaste par une faible centrifugation à 680 g, 
• déstabilisation de la membrane cytoplasmique par le Triton et culottage de cette 
membrane par une centrifugation de forte puissance à 12000 g, 
• récupération du surnageant correspondant au cytoplasme des lactobacilles par cette même 
forte centrifugation. 
Ces différentes fractions ont ensuite été incubées dans des conditions proches de celles 
réalisées pour les fermentations, soit à 37 °C à un pH voisin de 6-7 pendant 12 h en présence 
du mélange de GOS α-1,6/α-1,4. Des analyses par CLHP ont permis d’identifier les éventuels 
produits de dégradation de ces oligosaccharides. Les chromatogrammes obtenus pour les 
fractions intéressantes sont représentés dans la Figure 38. 
 
 
Les GOS α-1,6/α-1,4 n’ont pas été dégradés au cours des 12 h d’incubation des fractions 
correspondant aux milieux extracellulaires, aux débris de paroi et aux milieux intracellulaires 
des deux souches BLL 2008 et BLL 2108. Au contraire, une activité probablement de type   
α-glucosidase a été identifiée par la dégradation des GOS en glucose dans les fractions 
correspondant aux membranes déstabilisées des deux souches BLL 2008 et BLL 2108. En 
effet, sur les chromatogrammes, il est observé une disparition quasi-complète du pic 
chromatographique des oligosaccharides de DP supérieurs ou égaux à 3 entre le début et la fin 
de l’incubation, ainsi qu’une augmentation du pic unique du glucose. Les lactobacilles 
vaginaux testés possèdent donc dans la membrane une activité enzymatique responsable 
de la dégradation des GOS α-1,6/α-1,4 en glucose métabolisable par la cellule. Cette 
glucosidase est ancrée dans la membrane mais, pour l’instant, aucune information ne permet 
d’orienter son activité du côté cytoplasmique ou extracellulaire. 
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Figure 38. Localisation de l’enzyme hydrolysant les GOS α-1,6/α-1,4 en glucose dans les 
échantillons issus du cassage de BLL 2008 (culture en présence de GOS α-1,6/α-1,4 à 10 g/L initialement / 
incubation : 12 h en condition d’aérobiose modérée) (analyses par CLHP : colonne Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / 
élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
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IV - 3.4. Mise en évidence d’un système de transport des GOS α-1,6/α-1,4 
 
Des fermentations ont été réalisées en présence des oligosaccharides GOS α-1,6/α-1,4 et 
AFGOS α-1,6. Par comparaison, des essais d’hydrolyse ont aussi été réalisés sur ces 
oligosaccharides à partir de la fraction dans laquelle l’activité α-glucosidase a été détectée 
(fraction membranaire). Les résultats sont décrits dans la Figure 39. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 39. Pourcentages de disparition des GOS α-1,6/α-1,4 et des AFGOS α-1,6 lors des 
fermentations par BLL 2008 et lors des incubations avec la fraction concentrée en enzyme 
après cassage des cellules de BLL 2008 (glucides testés à 10 g/L initialement : GOS α-1,6/α-1,4 et AFGOS α-
1,6) (incubation : 48 h pour les fermentations en condition d’anaérobiose stricte et 12 h pour les incubations de la fraction 
concentrée en enzyme) (analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection 
réfractométrie ou colonne Supelcogel H / éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
 
Le glucose est consommé par les cellules des lactobacilles. Une légère disparition du glucose 
est également observée dans la fraction membranaire. Ceci pourrait s’expliquer par la 
présence de quelques cellules résiduelles de bactéries encore actives et/ou par la présence 
d’enzymes du catabolisme du glucose fonctionnelles dans cette fraction. 
 
Par ailleurs, l’anhydrofructose n’a été que très peu fermenté. Ainsi, les lactobacilles ne 
possèdent pas de système permettant de le métaboliser. 
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Les GOS α-1,6/α-1,4 ont bien été fermentés par les cellules des lactobacilles et ont été 
dégradés dans la fraction membranaire. Au contraire, les AFGOS α-1,6 n’ont pas été 
consommés par les cellules entières des lactobacilles mais ont été hydrolysés par la fraction 
membranaire concentrée en glucosidase. Ainsi, la présence de l’anhydrofructose à 
l’extrémité réductrice des AFGOS α-1,6 bloque la métabolisation de ces molécules par 
les souches de lactobacilles. 
 
L’anhydrofructose (AF) possède un fort pouvoir réducteur qui est conservé au sein des 
AFGOS α-1,6 et qui pourrait créer un environnement néfaste pour les souches de 
lactobacilles. Or, il a été vérifié que l’AF n’est pas cytotoxique pour les cellules de 
lactobacilles. Ainsi, le pouvoir réducteur de l’AF et à fortiori des AFGOS α-1,6 n’est pas 
gênant pour les souches des lactobacilles. Par contre, la présence de l’AF pourrait gêner le 
passage des AFGOS au travers de l’enveloppe des lactobacilles, les empêchant ainsi de 
rejoindre la glucosidase capable de les dégrader. Un système de transport reconnaissant les 
GOS α-1,6/α-1,4 mais pas les AFGOS α-1,6 assurerait donc le transfert des GOS          
α-1,6/α-1,4 de l’extérieur vers l’intérieur de la cellule. 
 
 
IV - 3.5. Site de reconnaissance des GOS α-1,6/α-1,4 par la glucosidase 
 
 
Des fermentations ont été réalisées en présence des oligosaccharides GOS α-1,6/α-1,4 et 
GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4. Par comparaison, des essais d’hydrolyse ont aussi été réalisés sur ces 
oligosaccharides à partir de la fraction dans laquelle l’activité de la glucosidase a été détectée 
(fraction membranaire). Les résultats sont décrits dans la Figure 40. 
 
Les essais avec le glucose ont servi de témoins comme dans le paragraphe IV-3.4. 
 
Les résultats avec les GOS α-1,6/α-1,4 sont les mêmes que dans le paragraphe IV-3.4. 
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(a) : mélange GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 avec des oligosaccharides sans liaison α-1,2 
(b) : mélange GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 avec des oligosaccharides possédant une liaison α-1,2 
Figure 40. Pourcentages de consommation des GOS α-1,6/α-1,4 et des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 lors 
des fermentations par BLL 2008 et lors des incubations avec la fraction concentrée en enzyme après 
cassage des cellules de BLL 2008 (glucides testés à 10 g/L initialement : GOS α-1,6/α-1,4 et GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4) 
(incubation : 48 h pour les fermentations en condition d’anaérobiose stricte et 12 h pour les incubations de la fraction concentrée en enzyme) 
(analyses par CLHP : colonne C18 Prontosil / éluant TFA 0,1 % (v/v) / élution 0,5 mL/min / détection réfractométrie ou colonne Supelcogel H 
/ éluant H3PO4 10-2 M / élution 0,17 mL/min / détection réfractométrie). 
 
 
Les analyses des GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 ont été séparées en deux fractions selon qu’ils 
possèdent des liaisons α-(1→2) ou non. Ainsi, les oligosaccharides sans liaison α-(1→2) 
similaires aux GOS α-1,6/α-1,4 ont bien été fermentés par les cellules entières et hydrolysés 
par la fraction concentrée en glucosidase. Par contre, les oligosaccharides possédant des 
liaisons α-(1→2) n’ont été ni fermentés, ni hydrolysés. La glucosidase est donc incapable 
d’hydrolyser les liaisons α-(1→2). Or ces liaisons sont situées soit à l’extrémité non 
réductrice en bout de chaîne, soit au premier embranchement près de cette même extrémité. 
Ainsi la glucosidase est donc une exoenzyme agissant à partir de l’extrémité non 
réductrice. 
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IV - 3.6. Discussion générale 
 
 
Malgré l’intérêt de l’utilisation des oligosaccharides en tant que prébiotiques au niveau 
intestinal, peu d’informations sont disponibles concernant les systèmes responsables du 
transport de ces glucides complexes et leurs voies métaboliques, notamment chez les 
lactobacilles [Barrangou et al., 2003]. Dans notre étude, les oligosaccharides de DP supérieurs ou 
égaux à 4 des GOS α-1,6/α-1,4 sont spécifiquement consommés par les souches de 
lactobacilles vaginaux mais pas par les microorganismes pathogènes testés. 
 
 
Cette spécificité porte en premier lieu sur les liaisons osidiques contenues dans les 
oligosaccharides. En effet, les GOS porteurs de liaisons α-(1→4) sont autant consommés par 
les lactobacilles vaginaux sélectionnés que par les souches testés de C. albicans et E. coli. Par 
contre, les GOS porteurs de liaisons α-(1→6) sont bien utilisées comme source de glucose par 
ces mêmes lactobacilles mais peu consommés par C. albicans dès que les DP des 
oligosaccharides testés sont supérieurs ou égaux à 3, et pas du tout par E. coli. Nous avons 
montré qu’une activité enzymatique de type α-glucosidase ancrée à la membrane est 
responsable de l’hydrolyse de ces oligosaccharides. C. albicans et E. coli ne possèderaient pas 
ce type d’activité. Cette activité α-glucosidase est probablement due à une exoenzyme 
agissant à partir de l’extrémité non réductrice et spécifique des liaisons α-(1→6) et α-(1→4) 
mais incapable d’hydrolyser les liaisons α-(1→2). En effet, les GOS α-1,2/α-1,6/α-1,4 
contenant des liaisons α-(1→2) à leur extrémité non réductrice ne sont pas reconnus par cette 
enzyme. 
 
D’après la classification des enzymes de la « NC-IUBMB » (Nomenclature Committee of the 
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) qui est basée sur la spécificité 
des substrats enzymatiques et sur le type de réaction catalysée, plusieurs enzymes appartenant 
à la famille des hydrolases O-glycosidiques (EC 3.2.1.) pourraient correspondre à la 
glucosidase hydrolysant les GOS α-1,6/α-1,4 chez les lactobacilles vaginaux sélectionnés. Il 
s’agit des oligo-1,6-glucosidase, α-glucosidase et glucan-1,6-α-glucosidase classés 
respectivement sous les numéros EC 3.2.1.10, EC 3.2.1.20 et EC 3.2.1.70 [Moss, 1992]. 
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Dans la classification « CAZY » (Carbohydrate-Active enZYmes) qui permet de classer les 
enzymes par rapport à leur homologie structurale, ces précédentes enzymes sélectionnées sont 
regroupées dans les familles GH13, GH31, GH4, GH97 et GH15 des glycosidases et 
transglycosidases. Des gènes potentiellement codant pour ces enzymes ont été identifiés dans 
le génôme de plusieurs souches de lactobacilles, notamment Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, 
Lb. johnsonii, Lb. pentosus, Lb. plantarum et Lb. sakei [Coutinho and Henrissat, 1999]. Il n’est 
donc pas surprenant de détecter une activité de ce type pour les souches de lactobacilles 
vaginaux sélectionnées qui appartiennent au même genre. 
 
 
D’autre part, les AFGOS α-1,6 ne sont pas dégradés par les lactobacilles alors que la 
glucosidase assure leur hydrolyse. Or, comparés aux autres GOS dégradés par les 
lactobacilles, les AFGOS α-1,6 ne diffèrent principalement que par la présence d’un résidu 
d’AF à l’extrémité réductrice. Ainsi, il existerait donc un système de transport spécifique des 
GOS α-1,6/α-1,4 qui serait incapable de reconnaître les AFGOS α-1,6. 
 
Récemment, Kaplan (2003) et Barrangou (2003) ont montré que les FOS Actilight étaient pris 
en charge par un système de transport de type ABC par des cellules de Lb. acidophilus et de 
Lb. paracasei. Or des expériences de cassage des cellules issues de cultures des souches de 
BLL 2008 Lb. crispatus et de BLL 2108 Lb. jensenii en présence de FOS Actilight ont permis 
de localiser l’enzyme hydrolysant ces oligosaccharides au niveau membranaire (résultats non 
décrits dans ce rapport), comme c’est le cas pour la glucosidase dégradant les GOS               
α-1,6/α-1,4. Par ailleurs, d’après la « NC-IUBMB », des transporteurs de type ABC ont aussi 
été décrits pour les maltooligosaccharides GOS α-1,4 [Moss, 2002]. 
 
Il n’est donc pas exclu qu’un système de transport de type ABC existe aussi pour les GOS    
α-1,6/α-1,4. Il pourrait faire intervenir, comme cela est montré dans la Figure 41, une 
protéine de liaison spécifique du glucose situé à l’extrémité réductrice des GOS α-1,6/α-1,4 
qui ne reconnaîtrait pas le résidu anhydrofructose. Une fois dans la cellule, les GOS seraient 
alors dégradés par la glucosidase membranaire. Pour valider cette hypothèse, il faudrait 
procéder à des expériences d’inhibition des différents systèmes de transport [Kaplan and Hutkins, 
2003] et suivre la consommation des GOS. De plus, une analyse du génome permettrait 
d’identifier les opérons caractéristiques de ces transporteurs [Barrangou et al., 2003]. 
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Figure 41. Mécanisme d’hydrolyse proposé pour les GOS α-1,6/α-1,4. 
 
Si l’activité α-glucosidase des lactobacilles vaginaux étudiés était extracellulaire, les 
monosaccharides issus de l’hydrolyse seraient disponibles dans le milieu autant pour les 
lactobacilles que pour les autres microorganismes de l’écosystème. Or, les GOS α-1,6/α-1,4 
semblent être spécifiquement transportés par les lactobacilles vaginaux pour être hydrolysés 
dans le milieu intracellulaire : ils représentent alors une source d’énergie exclusive pour la 
cellule. Ce mécanisme constitue un avantage compétitif pour les lactobacilles vis-à-vis des 
autres microorganismes de l’écosystème vaginal incapables d’incorporer les GOS α-1,6/α-
1,4, comme c’est le cas pour les pathogènes urogénitaux testés dans notre étude. 
 
 
Les GOS α-1,6/α-1,4 présentent donc de bonnes propriétés prébiotiques vis-à-vis de la 
microflore vaginale : ils sont spécifiquement reconnus, transportés et hydrolysés par les 
lactobacilles vaginaux, leur assurant un avantage compétitif vis-à-vis des pathogènes 
potentiels de l’écosystème. 
R
R
NR
GO
S α-1
,6/α-1
,4
GLUCOSE
GO
S α-1
,6/α-1
,4
NR
MILIEU
EXTRACELLULAIRE
PAROI
MEMBRANE
CYTOPLASMIQUE
MILIEU
INTRACELLULAIRE
R : extrémité réductrice
NR : extrémité non réductrice
ATP
ADP + Pi
LIPOPROTEINE
DE FIXATION
PE
R
M
E
A
SE
PER
M
E
A
SE
PROTEINE
D’HYDROLYSE
D’ATP
G
L
U
C
O
SID
A
SE
PROTEINE
D’HYDROLYSE
D’ATP
    158
 
 
 
 
    159
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V -  
CONCLUSION GENERALE 
ET PERSPECTIVES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    160
 
V – Conclusion générale et Perspectives 
   161
V -  CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES 
 
 
 
L’objectif de nos travaux était de valider in vitro le concept prébiotique appliqué à 
l’écosystème vaginal. Pour cela, nous avons tout d’abord procédé à l’isolement de souches 
vaginales présentant une bonne activité probiotique ; puis, nous avons évalué le caractère 
prébiotique de différents glucides de type fructooligosaccharides ou glucooligosaccharides 
vis-à-vis de ces souches. 
 
 
Pour la sélection des souches, nous avons développé un crible permettant d’isoler les bactéries 
probiotiques de l’écosystème vaginal. Quatre principaux critères ont été retenus pour 
l’évaluation du caractère probiotique d’isolats vaginaux : leurs aptitudes à produire du 
peroxyde d’hydrogène, à adhérer à des cellules vaginales, à inhiber les principaux pathogènes 
urogénitaux et à posséder l’activité arginine désaminase. En effet, in vivo, la production de 
substances antimicrobiennes permet aux lactobacilles d’inhiber directement les pathogènes 
sensibles, l’adhésion des lactobacilles à l’épithélium vaginal empêche les pathogènes de 
s’installer et les lactobacilles capables de déployer une activité arginine désaminase prive les 
pathogènes de l’arginine. A la suite des tests d’objectivation réalisés avec 40 lactobacilles 
présumés, 6 souches ont été sélectionnées dont 1 appartenant à l’espèce Lb. jensenii, 4 à     
Lb. crispatus et 1 dont l’identification n’est pas encore bien définie mais qui serait apparentée 
à Lb. vaginalis. Ces espèces sont caractéristiques de la diversité de la microflore vaginale 
saine et présentent des activités probiotiques complémentaires. 
 
Ces souches probiotiques sélectionnées ont été choisies comme représentant la flore vaginale 
bénéfique. Des souches de Candida albicans et Escherichia coli ont également été retenues 
comme représentant la flore urogénitale potentiellement pathogène. Des protocoles de 
fermentation de ces souches ont été établis et le caractère prébiotique déterminé par 
évaluation de la croissance des différentes souches, ainsi que dans le cas des lactobacilles par 
caractérisation des produits formés comme l’acide lactique. Parmi les quatre types 
d’oligosaccharides testés, deux se sont révélés posséder un potentiel prébiotique intéressant : 
les FOS Actilight et les GOS α-1,6/α-1,4. 
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Ces travaux sont les premiers de ce type qui permettraient de valider in vitro le concept 
d’utilisation des prébiotiques dans l’écosystème vaginal. De plus, ils ont permis de montrer 
que la taille et la structure des oligosaccharides formés jouent un rôle déterminant pour 
l’activité prébiotique. Cela a été possible grâce à un suivi de la consommation de chaque 
oligosaccharide présent dans les différents mélanges. En effet, seuls le DP 3 des FOS 
Actilight et les DP supérieurs ou égaux à 4 des GOS α-1,6/α-1,4 seraient consommés par la 
flore bénéfique mais pas par la flore pathogène. Ce résultat est d’importance, car il montre 
qu’il est absolument nécessaire pour chaque type de produit de cibler les molécules 
intéressantes. 
 
En outre, les GOS α-1,6/α-1,4 sont de meilleurs candidats prébiotiques que les FOS Actilight. 
En effet, seule une structure des FOS est intéressante alors que la majorité des 
oligosaccharides des GOS sont efficaces. Pour la suite, il sera tout de même nécessaire de 
purifier les GOS α-1,6/α-1,4 en éliminant les mono-, di- et trisaccharides. Ainsi l’intérêt des 
GOS α-1,6/α-1,4 a justifié la recherche du mécanisme à la base de leur consommation 
préférentielle par les lactobacilles. Une activité glucosidase a été identifiée au niveau 
membranaire et est probablement couplée à un système de transport. L’enzyme reconnaît 
spécifiquement les liaisons α-(1→6) et α-(1→4), et dégrade les GOS à partir de leur 
extrémité non réductrice. Ces spécificités de transport et d’hydrolyse des GOS α-1,6/α-1,4 
par les lactobacilles vaginaux assurent un avantage compétitif à ces souches vis-à-vis des 
autres microorganismes de l’écosystème. 
 
 
 
Pour conforter nos travaux et valider avec plus de force l’activité probiotique des souches de 
lactobacilles sélectionnés et le potentiel prébiotique des GOS α-1,6/α-1,4, il sera nécessaire 
de réaliser des études in vitro dans des conditions se rapprochant du milieu vaginal en 
réalisant par exemple des co-cultures avec des pathogènes dans un milieu vaginal reconstitué. 
Enfin, des études in vivo avec des modèles expérimentaux d’animaux, ainsi que des études 
contrôlées et randomisées en double aveugle avec contrôle placebo chez des femmes en 
nombre suffisant devront être effectuées. 
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Par ailleurs, une étude plus poussée utilisant l’outil génomique permettrait de mieux 
comprendre les mécanismes du métabolisme des oligosaccharides chez les lactobacilles, 
encore peu étudiés pour l’instant. Cette étude identifierait les séquences signal du système de 
transport actif et celles des enzymes spécifiques de l’hydrolyse des GOS α-1,6/α-1,4. Ainsi, 
ces régions permettraient : 
• de mieux cibler la sélection de souches vaginales probiotiques intéressantes qui 
consommeraient ces GOS α-1,6/α-1,4, 
• de mieux isoler et développer des glucides à activité prébiotique au niveau vaginal 
spécifiquement reconnus par le système de transport et la glucosidase de ces lactobacilles 
vaginaux. 
 
 
Les concepts probiotique et prébiotique appliqués à l’écosystème vaginal sont ainsi originaux 
et séduisants. Ils satisferont sûrement les adeptes des traitements dits naturels qui souhaitent 
éviter l’utilisation excessive d’antibiotiques. Cependant, de nombreuses études in vivo sont 
encore nécessaires afin de valider leur efficacité en tant que traitement préventif ou curatif. 
L’approche synbiotique semblerait intéressante en préventif pour lutter contre des infections 
récidivantes. L’avenir des lactobacilles à potentiel probiotique et des GOS α-1,6/α-1,4 à effet 
prébiotique au sein de l’écosystème vaginal est donc prometteur… 
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¾ LISTE DES ABREVIATIONS 
 
A  Absorbance 
ABC  système ATP Binding Cassette 
ADI  Arginine désaminase 
ADNr 16S Acide DesoxyriboNucléique ribosomique 16 Svedberg 
ADP  Adénosine Di-Phosphate 
AF  1,5-Anhydro-D-Fructose 
AFGOS  AnhydroFructoGlucoOligoSaccharides 
AFSSA  Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments 
ATCC  American Type Culture Collection 
ATP  Adénosine Tri-Phosphate 
Bf.  Bifidobacterium 
C.  Candida 
CAZY  Carbohydrate Active enZymes 
CIP  Collection Institut Pasteur 
CLHP  Chromatographie Liquide Haute Performance 
Co.  Corynebacterium 
coeff  coefficient de réponse 
CMI  Concentration Minimale Inhibitrice 
CPM  Coups Par Minute 
d  épaisseur 
d(x)  dérivée de (x) 
DMSO  DiMéthylSulfOxyde 
DP  Degré de Polymérisation 
E.  Escherichia 
EC  Enzyme Classification 
EDTA  EthyleneDiamineTetraAcetic 
En  Enterococcus 
F  Facteur de dilution 
f(x)  fonction de (x) 
FAO  Food and Agriculture Organization 
FOS  FructoOligoSaccharides 
Fru (f)  Fructose (forme furanose) 
G  temps de Génération 
G.  Gardnerella 
Gal  Galactose 
Glc (p)  Glucose (forme pyranose) 
GOS  GlucoOligoSaccharides 
GRAS  Generally Recognised As Safe 
GTP  Glutamate Pyruvate Transaminase 
HMV  Human Vaginal Melanoma 
Ig  Imunoglobuline 
IL  InterLeukine 
ISAPP  International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics 
Lb.  Lactobacillus 
LDH  Lactate DesHydrogenase 
Man  Mannose 
MM  Masse Molaire 
MRS  Mann Rogosa Sharpe 
NAD+  Nicotinamide Adénine Dinucléotide oxydé 
NADH  Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit 
NEPSA  New Products from Starch Derived 1,5-Anhydro-D-Fructose 
NC-IUBMB Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology 
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Ne.  Neisseria 
p  poids 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
Pe.  Peptostreptococcus 
Pi  Phosphate inorganique 
Pr.  Prevotella 
PCA  Plate Count Agar 
PTS  Système PhosphoTransferase phosphoenolpyruvate dépendent 
Sc.  Saccharomyces 
sp.  species 
St.  Streptococcus 
SDS  Sodium Dodecyl Sulphate 
SVF  Serum de Veau Fœtal 
TFA  acide TriFluoroAcetique 
TGF  Transforming Growth Factor 
TS  Trypcase-Soja 
UFC  Unité Formant Colonie 
v  Volume 
VIH  Virus de l’Immunodéficience Humaine 
WHO  World Health Organization 
Xyl  Xylose 
Δmax pH variation maximale de pH 
Δmax T  variation maximale de turbidité 
ε  coefficient d’absorption 
μ  vitesse spécifique de croissance 
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